Cartas cientificas

Aislamiento de Pseudomonas
aeruginosa multirresistente productora
de carbapenemasa (VIM-2) y de
Klebsiella pneumoniae productora

de betalactamasa de espectro extendido
(SHV-2) en una ulcera perianal

de un paciente hematoldgico

Sr. Editor: La diseminacién de pa-
tégenos multirresistentes, entre ellos
Pseudomonas aeruginosa productora
de carbapenemasa o Enterobacteria-
ceae productora de betalactamasas
de espectro extendido (BLEE), es un
problema de crecientes dimensiones,
especialmente en aquellas areas hos-
pitalarias en las que ingresan los pa-
cientes mas graves como las unidades
de cuidados intensivos o de hematolo-
gial?,

Presentamos el caso de una mujer
ecuatoriana de 26 afios de edad, diag-
nosticada de leucemia linfoide aguda
tipo Burkitt, que fue ingresada en el
Servicio de Hematologia del Hospital
Son Llatzer de Palma de Mallorca el
15 de julio de 2004. La paciente reci-
bi6 profilaxis con ciprofloxacino ade-
mas de la quimioterapia para el tra-
tamiento de la leucemia aguda. El 23
de julio present6 dos tlceras periana-
les profundas y dolorosas con cultivos
inicialmente negativos. Las dlceras
fueron tratadas localmente con corti-
coides y con una pomada de colagena-
sa, sin presentar mejoria. El 28 de ju-
lio, debido a un sindrome febril, la
paciente recibié tratamiento con pipe-
racilina-tazobactam, amikacina y tei-
coplanina hasta el 24 de agosto, fecha
en que desapareci6 la fiebre. E1 17 de
agosto se aislé de la dlcera P. aeru-
ginosa multirresistente (PA-SL1) y
Klebsiella pneumoniae productora de
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BLEE (KP-SL1). La paciente fue
aislada para disminuir el riesgo de
transmisi6én de los patégenos multi-
rresistentes a otros pacientes en el
Servicio de Hematologia. Se inici6
tratamiento tépico con permanganato
potésico (1:10.000 solucién acuosa),
acido fusidico y sulfadiazina argénti-
ca. E1 31 de agosto fue dada de alta
con una mejoria parcial de las tlceras
y cultivos negativos. Once dias mas
tarde, la paciente reingresé para reci-
bir otro ciclo de quimioterapia, reacti-
vandose las tlceras perianales. Los
cultivos fueron negativos para P. ae-
ruginosa, aunque K. pneumoniae pro-
ductora de BLEE fue otra vez aisla-
da en la tulcera y posteriormente en
un hemocultivo extraido el 22 de sep-
tiembre. Se instaur6 tratamiento con
imipenem y amikacina hasta el 4 de
octubre, dandose de alta con hemo-
cultivos y cultivos de las dlceras ne-
gativos.

La identificacion de las cepas de
P. aeruginosa y K. pneumoniae se rea-
liz6 mediante el sistema VITEK2 (tar-
jeta ID-GNB, bioMérieux, Marcy-I'E-
toile, Francia). Las concentraciones
inhibitorias minimas (CIM) se deter-
minaron por Etest (AB Biodisk, Solna,
Suecia), y se interpretaron segun los
puntos de corte del National Commit-
tee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS)3. Adicionalmente, se usaron
tiras de imipenem-imipenem + EDTA
(MBL) como técnica de cribado para la
deteccién de carbapenemasas de clase
B. PA-SL1 fue resistente a todos los
antibiéticos analizados, incluyendo to-
dos los betalactamicos (con la excep-
cién de aztreonam, que presento resis-
tencia intermedia), ciprofloxacino,
gentamicina, tobramicina y amikaci-
na (tabla 1). Ademaés, la resistencia al

imipenem se inhibié con EDTA, sugi-
riendo la produccién de una carbape-
nemasa de clase B. Por otra parte,
KP-SL1 mostr6 una susceptibilidad
disminuida inhibible por acido clavu-
lanico a todas las cefalosporinas de es-
pectro extendido y al aztreonam, y
una resistencia intermedia a la amoxi-
cilina-4cido clavulanico (tabla 1).

La actividad carbapenemasa de la
cepa PA-SL1 se estudi6 siguiendo pro-
tocolos previamente descritos®. Breve-
mente, se determing la tasa de hidré-
lisis de imipenem (solucién 100 nM en
30 mM de tampén ACES pH 7,0) a
partir del extracto celular crudo, obte-
nido por sonicacién y resuspension en
tampon ACES, mediante espectrofoto-
metria a 297 nm. Asimismo, se deter-
minoé la actividad hidrolitica después
de la incubacion de los extractos en
EDTA 2 mM durante 15 min. La cepa
de P. aeruginosa COL-1° productora
de VIM-2 y la cepa de P. aeruginosa
PA2AS8 hiperproductora de la cefalos-
porinasa cromosémica AmpC (colec-
ci6on de laboratorio) fueron usadas
como controles positivo y negativo,
respectivamente. La determinacién
del punto isoeléctrico de las betalac-
tamasas se realizé por la técnica de
isoelectroenfoque (IEF) utilizando el
Sistema Phast (Pharmacia, Uppsala,
Suecia) con los geles Phast (gradiente
de pH 3-9). El extracto sonicado de
PA-SL1 mostré una alta tasa de hidré-
lisis de imipenem (13,5 nmol/min/mg
de proteina), similar a la cepa COL-1
(21,0 nmol/min/mg de proteina), a di-
ferencia de la cepa control hiperpro-
ductora de AmpC (0,18 nmol/min/mg
de proteina). La hidrélisis de imipe-
nem resulté inhibible por EDTA ya
que la actividad carbapenemasa fue
unicamente del 2,7% del valor original

TABLA 1. CMI (pg/ml), determinadas por Etest, de antibidticos seleccionados

para las cepas clinicas PA-SL1 y KP-SL1

Antibiéticos P. aeruginosa PA-SL1 K. pneumoniae KP-SL1
Amikacina > 256 2
Amoxicilina-acido clavulanico ND 12
Aztreonam 12 2
Cefepima > 32 1,5
Cefepima-4cido clavulédnico >4 0,25
Cefotaxima ND 8
Cefotaxima-acido clavuldnico ND 0,25
Cefoxitina ND 4
Ceftazidima > 256 6
Ceftazidima-acido clavulanico >4 1,5
Ciprofloxacino 6 0,047
Gentamicina 16 0,5
Imipenem 24 0,25
Imipenem + EDTA <1 <1
Meropenem > 32 0,032
Piperacilina > 256 > 256
Piperacilina-tazobactam > 256 6
Ticarcilina > 256 > 256
Tobramicina > 256 0,75

CMI: concentracién minima inhibitoria; ND: no determinada; EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético.
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despusés de la incubacién en presencia
de EDTA 2 mM.

Para la deteccion de los genes bla
implicados, se realiz6 la amplificacién
por reaccién en cadena de la polimera-
sa (PCR) usando cebadores especifi-
COs para blaIMP.16, blaIMp.27, blaVIM.14,
blavm2® y blasav®. Las reacciones de
secuenciacién se llevaron a cabo con el
BigDye Terminator kit (PE Applied
Biosystems, Foster City, Estados Uni-
dos) y las secuencias fueron analiza-
das con el secuenciador de ADN ABI
Prism 3100 (PE Applied Biosystems).
La amplificacién por PCR del ADN ex-
traido de PA-SL1 utilizando los distin-
tos cebadores para genes tipo blampe y
blavyiv fue iinicamente positiva para
blaym.2. Dos productos de PCR inde-
pendientes fueron secuenciados, con-
firmando la presencia de blavin.2. La
CMI de PA-SL1 para el aztreonam
(12 pg/ml) fue més alta de lo esperable
para una cepa productora de VIM-23,
lo que hace suponer la presencia de un
mecanismo de resistencia adicional
como la hiperexpresién de AmpC o de
bombas de expulsién.

Por otra parte, se demostré la pro-
duccién de SHV-2 en KP-SL1 median-
te IEF, amplificacién por PCR con ce-
badores especificos de SHV y posterior
secuenciacién. La PCR con los ceba-
dores para blavm.e en KP-SL1 y la am-
plificacién de blasuv en PA-SL1 fueron
negativas.

Se determing la relacién clonal de
los aislados de K. pneumoniae detecta-
dos en los dos cultivos de la tlcera
(recogidos durante cada uno de los in-
gresos), asi como en el aislado del
hemocultivo obtenido en el segundo
ingreso mediante electroforesis en
campo pulsado (PFGE), usando Xbal
como enzima de restriccién®. Para la
separacion del ADN se utiliz6 el apa-
rato CHEF-DRIII (Bio-Rad, La Jolla,
Estados Unidos) con las siguientes
condiciones: 6 V/cm? durante 20 h con
pulsos de 2 a 35 s. El analisis de los
patrones de PFGE confirmé que los
tres aislados de K. pneumoniae, obte-
nidos de los dos cultivos de tlcera y
del hemocultivo, tenian un patrén
idéntico, lo que demuestra la presen-
cia de una tunica cepa que persisti6
desde el primer ingreso.

El aislamiento de P. aeruginosa pro-
ductora de carbapenemasa estd au-
mentando en muchos paises, en oca-
siones formando parte de brotes
epidémicos?. Los genes de las carbape-
nemasas se localizan habitualmente
en integrones, por lo que es frecuen-
te la multirresistencia antibiética aso-
ciada*®. La cepa PA-SL1 fue resis-
tente a los tres aminoglucésidos més
usados en la practica clinica —genta-
micina, tobramicina y amikacina—, cu-
yos determinantes de resistencia es-
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tan asociados con frecuencia a integro-
nes?. Ademas, PA-SL1 fue resistente
al ciprofloxacino e intermedio al aztreo-
nam. Debido al elevado riesgo tera-
péutico y epidemiolégico que suponen
este tipo de cepas, es recomendable
mantener una vigilancia activa inclu-
so en aquellos paises que aparente-
mente presentan una baja prevalencia
de P. aeruginosa productora de carba-
penemasa, como el nuestro, en el que
unicamente se han detectado hasta la
fecha de forma aislada en Barcelo-
nal'®ll Por fortuna, aparentemente
PA-SL1 no se disemin a otros pacien-
tes del area de Hematologia, lo que po-
dria haber tenido consecuencias dra-
maticas, ni la paciente desarroll6 una
infeccion sistémica (como si ocurrié
con KP-SL1), para la que no se hubie-
ra podido administrar ningin trata-
miento efectivo.
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