REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2025;42(1).

Mais informacion

Citar como: Salvador-Lujan G,
Cruz-Pio LE, Calla H, Rivera-Asen-
cios D, Solis-Cayo L, Garcia-de-
la-Guarda R. Diversidad clonal de
Pseudomonas aeruginosa producto-
ras de carbapenemasas aisladas de
muestras clinicas en un hospital de
tercer nivel de Pert. Rev Peru Med
Exp Salud Publica. 2025;42(1). doi:
10.17843/rpmesp.2025.421.13818.

Correspondencia. Gina Nilda
Salvador Lujén; gsalvadorl@unmsm.
edu.pe

Recibido. 29/03/2024
Aprobado. 18/12/2024
En linea. 17/02/2025

(OMON

Esta obra tiene una licencia de
Creative Commons Atribucion 4.0
Internacional

Copyright © 2024, Revista Peruana
de Medicina Experimental y Salud
Publica

ORIGINAL BREVE

DIVERSIDAD CLONAL DE Pseudomonas aeruginosa
PRODUCTORAS DE CARBAPENEMASAS
AISLADAS DE MUESTRAS CLINICAS EN UN
HOSPITAL DE TERCER NIVEL DE PERU

Gina Salvador-Lujan®'22, Liz Erika Cruz-Pio®?3*®, Hedersson Calla®?3°,
Damaris Rivera-Asencios®3¢, Luis Solis-Cayo®3¢, Ruth Garcia-de-la-Guarda®?3®

Laboratorio de Microbiologia del Hospital Militar Central «Crl. Luis Arias Schreiber», Lima, Pert.

Laboratorio de Ecologia Microbiana, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima,
Pert.

Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, Lima, Pert.

Bi6logo, magister en Microbiologia; ® bi6logo, doctor en Biotecnologia; < biblogo; ¢ bachiller en Ciencias Bioldgicas;
¢ bidlogo, doctor en Ciencias Biologicas.

~

S

Este estudio forma parte de la tesis: Salvador-Lujan G. Identificacion de genes de Metalo B-lactamasas en P. aeruginosa de
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RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es un patégeno oportunista relacionado con infecciones de atenciéon en salud,
tiene elevados niveles de resistencia a los antimicrobianos y se asocia a brotes hospitalarios. La deteccién
temprana de brotes es un problema en la rutina de los hospitales, por lo que se investigé la relacién clonal
de P. aeruginosa productora de carbapenemasas en un hospital de tercer nivel en Lima, Pert.. Se recolec-
taron 24 cepas de P. aeruginosa productoras de metalo B-lactamasas aisladas de pacientes hospitalizados
y se determino la relacion clonal utilizando la técnica REP-PCR. Los perfiles de bandas REP-PCR fueron
normalizados, analizados y combinados mediante el programa BioNumerics versién 7,6. La identificacién
molecular mostré 19 perfiles diferentes y se encontraron cuatro grupos clonales. Se determing la policlo-
nalidad entre los aislados. No se encontré diseminacion clonal entre las cepas de P. aeruginosa productoras
de metalo-B-lactamasas que circulan en el hospital.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa; Metalo-p-lactamasas; Tipificacion Molecular; Carbapenemasas
(fuente: DeCS BIREME).

CLONAL DIVERSITY OF CARBAPENEMASE-PRODUCING

Pseudomonas aeruginosa ISOLATED FROM CLINICAL
SAMPLES IN A THIRD LEVEL HOSPITAL IN PERU

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen associated with health care infections, it has high
levels of antimicrobial resistance and is associated with hospital outbreaks. Early outbreak detection is a
usual problem in hospitals, therefore, this study aimed to assess the clonal relationship of carbapenemase-
producing P. aeruginosa in a tertiary hospital in Lima, Peru. Twenty-four metallo B-lactamase-producing
P, aeruginosa strains isolated from hospitalized patients were collected. The clonal relation was determined
using the REP-PCR technique. REP-PCR band profiles were normalized, analyzed and combined using
BioNumerics version 7.6 software. Molecular identification showed 19 different profiles and four clonal
groups. We determined polyclonality among isolates. We did not find clonal dissemination among the
metallo-B-lactamase-producing P. aeruginosa strains circulating in the hospital.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; Metallo-p-lactamases; Molecular Typing; Carbapenemases (source:
MeSH NLM).
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INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es considerada un patdgeno opor-
tunista de gran relevancia clinica por la alta morbimortali-
dad asociada con las infecciones relacionadas con la aten-
cién en salud 2. En 2020, el Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) inform¢ 28 800 casos y 2500 muertes
por P. aeruginosa resistentes a multiples farmacos (MDR) en
pacientes hospitalizados, cifras que se incrementaron duran-
te la pandemia de COVID-19 ©.

El tratamiento de las infecciones por P. aeruginosa es
cada vez mas limitado debido a su elevada capacidad de de-
sarrollar resistencia a los antimicrobianos por mecanismos
de expresion constitutiva de cefalosporinasas derivadas de
Pseudomonas (PDC, por sus siglas en ingles), modificacio-
nes de las bombas de eflujo, baja permeabilidad de la mem-
brana externa, produccién de betalactamasas y resistencia
adaptativa por condiciones de estrés, lo que la convierte en
un importante problema de salud publica *>%.

En P aeruginosa la resistencia a los antibidticos car-
bapenémicos (Gltimo recurso para infecciones por bacterias
MDR) se debe principalmente a la disminucién de OprD,
sobreexpresion de bombas de eflujo, sobreproduccién de
PDC y/o la combinacién de estos mecanismos, sin embargo,
las carbapenemasas codificadas en plasmidos e integrones
adquiridos por transferencia horizontal son de gran relevan-
cia, destacando las metalo-p-lactamasas (MBL) ®%. Las MBL
presentan diversas variantes que originan diseminacion no-
socomial de clones de alto riesgo y de cepas MDR, extrema-
damente resistentes (XDR), panrresistentes (PDR) o dificiles
de tratar (DTR), por ello es importante la vigilancia de la
diseminacion de clones para su deteccion temprana y evitar
brotes . Entre las técnicas de referencia utilizadas para la
tipificacion molecular estd la electroforesis en campo pulsa-
do (PFGE, por sus siglas en inglés) por su elevado poder de
discriminacion, pero entre sus limitaciones esta el costo ele-
vado del equipo, su laboriosidad, la dificultad de diferenciar
los pulsotipos con las bandas de ADN proximas y el tiempo
requerido para analizar los pulsotipos *©.

Otras técnicas utilizadas son las secuencias de ADN re-
petidas (REP-PCR), son econdémicas, menos laboriosas, ra-
pidas y suelen generar patrones de bandas relativamente mas
faciles de interpretar que las obtenidas por PFGE, aunque el
poder de discriminacion de esta técnica de PCR puede ser
inferior a los obtenidos por PFGE ©). En la técnica REP-PCR
(Repetitive Extragenic Palindromic) se amplifican secuen-
cias repetidas con elementos palindrémicos entre 35-40 pb,
originando una gran variabilidad de perfiles de bandas de
ADN en funcién al nimero de secuencias repetitivas y la
distancia entre dichas secuencias, por ello es empleada con
éxito para fines epidemioldgicos y taxondmicos, comerciali-
zada en presentaciones semiautomatizadas como Diversilab
(bioMérieux) 7.

2

MENSAJES CLAVE

Motivacion para el estudio. El aislamiento de Pseudomonas
aeruginosa productora de carbapenemasas en diferentes salas
de hospitalizacion de un hospital de tercer nivel de atencion,
motivo la identificacion de la clonalidad de los aislados y
determinar si correspondian a un brote intrahospitalario.

Principales hallazgos. La técnica REP-PCR agrup¢ a las 24
cepas de P. aeruginosa productoras de metalo-p-lactamasas
aisladas de pacientes en diferentes salas de hospitalizacion,
en 19 perfiles. La mayor diversidad clonal se observé en la
unidad hospitalaria de medicina.

Implicancias para la salud puablica. La tipificacion
molecular por REP-PCR podria ser una alternativa practica
y rapida en la vigilancia y control de brotes hospitalarios.

En el 2016, en el Hospital Militar Central, se aislaron e
identificaron 24 cepas de P. aeruginosa altamente resisten-
tes a los antibidticos y productoras de MBL, procedentes de
diferentes unidades de hospitalizacion ®. El objetivo del pre-
sente estudio fue investigar la relacion genética (clonalidad)
entre las cepas de P aeruginosa MBL utilizando la técnica
REP-PCR.

EL ESTUDIO

Se llevé a cabo un estudio descriptivo de corte transversal.
Se emplearon 24 cepas de P. aeruginosa resistentes a los car-
bapenemes por MBL, procedentes de secreciones respirato-
rias, heridas, orina y sangre, aisladas de enero a setiembre
del 2016. La susceptibilidad a los antimicrobianos: imipe-
nem, meropenem, ceftazidime, cefepime, piperacilina tazo-
bactam, ciprofloxacina, gentamicina y amikacina, se realizo
por disco difusion segun el Clinical and Laboratory Standars
Institute (CLSI) @ y la colistina por elucién de disco en caldo
(CLSI). La definicion de MDR, XDR se realizé segtin Magio-
rakos et al. 1 y las de DTR segun Kadri et al. 1V,

Las cepas fueron reactivadas y sembradas en caldo Lu-
ria-Bertani (Difco, le Pont de Claix, France) pH 7,0 e incu-
badas a 37 °C por 12-14 horas y para extraer el ADN geno-
mico se utilizd el Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega, Madison, Wisconsin, USA) siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. El ADN gendmico extraido y purifi-
cado fue cuantificado en un NanoDrop One (ThermoFisher
Scientific, Madison, USA).

Para el analisis molecular por REP-PCR, se emple6 el
termociclador Applied Biosystems ProFlex PCR System
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(ThermoFisher Scientific, Madison, USA) y los cebadores
REP-1-F (5-II GCGCCGICATCAGGC-3’) y REP-2-R
(5-ACGTCTTATCAGGCCTAC-3’) previamente descritos
por Versalovic et al. " con las siguientes modificaciones
en las condiciones de amplificacién: una desnaturalizacion
inicial (95 °C por 2 minutos), seguido de 30 ciclos de des-
naturalizacion (95 °C por 30 segundos), hibridacion (60 °C
por 45 segundos), extension (70 °C por 1 minuto) y un ciclo
final de extension a 70 °C por 10 minutos. Cada reaccion de
PCR se llevd a cabo en un volumen total de 25 L, se utiliz6
la ADN polimerasa KOD Hot Start DNA Polymerase (Nova-
gen Millipore, Billerica, MA USA) y como molde se utiliz6 1
pL del ADN gendémico purificado. Simultdneamente, se uti-
liz6 agua para biologia molecular como control negativo y
como controles de amplificacion se utilizaron P. aeruginosa
ATCC 27853 y Escherichia coli ATCC 25922.

Los productos de amplificacion fueron separados en gel
de agarosa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) al 1,5%
(p/v). Y para la electroforesis se utilizd el tampén TAE
50mM (Tris acetato EDTA 50 mM, pH 8,5) a 50 V por 2,5
horas. El tamano de los fragmentos se estimé por compa-
racion con el marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb

DNA Ladder (ThermoFisher Scientific, Madison, USA) y las
bandas fueron visualizadas con GelRed” Nucleic Acid Gel
Stain (Biotium, San Francisco Bay Area, USA) a 20X y digi-
talizadas con un sistema de documentacion.

Los perfiles de bandas REP-PCR fueron normalizados,
analizados y combinados mediante el programa BioNume-
rics versién 7,6 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium). Para
determinar el umbral de discriminacién se realiz6 segun la
metodologia Rodas et al. ® y Cruz-Pio et al 1.

La investigacion fue aprobada por el Comité de Etica del
Hospital Militar Central (Oficios: N°285AA-11/a/01.01 y
N°1193AA-11/8/HMC/DADCI). Los datos de identificacién
de las cepas aisladas se trabajaron de forma confidencial.

HALLAZGOS

El 54,2% de las de P. aeruginosa MBL se colect6 de secrecio-
nes respiratorias, 29,2% de heridas, 12,5% de orinas y 4,1%
wp (95,8%) y bla
(4,2%). Segun la unidad de hospitalizacion, se distribuyeron

de sangre. Se identificaron los genes bla

en un 79,2% en medicina, 12,5% en unidad de cuidados in-

Tabla 1. Pseudomonas aeruginosa productora de metalo-p-lactamasas y su relacion con las muestras de pacientes hospitalizados.

Cepa Datos del paciente
Cédigo Fecha de : : ho[smiiti?i'ia
aislamiento Muestra Gen bla Sexo Edad P
334 29-04-2016 SR IMP M 82 MED
414 15-16-2016 SR IMP M 52 MED
751 08-09-2016 SR IMP M 75 MED
809 23-09-2016 SR IMP M 72 MED
28 25-01-2016 SR IMP M 69 MED
383 04-06-2016 SR IMP M 97 MED
869 05-10-2016 SR IMP M 32 MED
814 24-09-2016 SR IMP F 59 MED
925 17-10-2016 SR IMP M 76 MED
408 14-06-2016 H IMP M 64 MED
707 02-09-2016 H IMP M 64 MED
147 12-02-2016 H IMP M 85 MED
862 01-10-2016 H IMP M 54 MED
912 13-10-2016 H IMP F 55 MED
47 30-01-2016 H IMP M 26 MED
792 20-09-2016 H IMP M 66 MED
369 06-05-2016 O IMP F 82 MED
347 06-03-2016 O VIM M 63 MED
382 08-09-2016 HEMO IMP M 37 MED
539 24-07-2016 SR IMP M 89 UCl
769 14-07-2016 SR IMP M 56 UCl
778 15-07-2016 SR IMP M 87 UCI
333 29-04-2016 SR IMP M 20 NEU
947 24-10-2016 (@) IMP M 90 CIR

MED: medicina; UCI: unidad de cuidados intensivos; NEU: neumologia; CIR: cirugia; H: herida; SR: secrecion respiratoria; O: orina; HEMO: sangre, F: femenino; M:
masculino; bla,,: gen Imipenemasa; bla,, : gen Verona Integron-encoded Metallo B- lactamase.
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tensivos (UCI) y el 4,2% en cirugia y neumologia® (tabla 1).
Todas fueron resistentes a meropenem, imipenem y ceftazi-
dime, 95,8% a cefepime, 87,5% a gentamicina y ciprofloxacina,
83,3% a amikacina, 33,3% a piperacilina tazobactam, 12,5% a
aztreonam ®- Todas fueron susceptibles a colistina y, segun el
perfil de resistencia, el 70,8% (17/24) fueron MDR vy el 29,2%
(7/24) XDR/DTR. No se detectaron perfiles PDR (Figura 1).
Tras la tipificacion, las 24 cepas de P. aeruginosa MBL se
agruparon en 19 perfiles REP-PCR con un nivel de similitud
de 96% y con un coeficiente de correlacion de Pearson del
90% (optimizado al 1%, tolerancia al 2,5%) es decir estos 19
perfiles de P. aeruginosa MBL son genéticamente distintos y
de aqui en adelante se considerardn como cepas distintas (fi-

% Similaridad

REP- PCR Cepa  Perfil

gura 1). La reproducibilidad de los perfiles obtenidos fue de
98% y fue el resultado del valor promedio de la similaridad
de tres cepas analizadas por duplicado.

De los perfiles REP-PCR obtenidos, el 78,9% (15/19)
tuvieron como representante sélo una cepa y presentaron
perfiles REP-PCR unicos, es decir, sin ninguna relacion ge-
nética entre ellas; de estos, el 73,3% (11/15) correspondid
a medicina. En UCI, se encontraron los perfiles VIII, XVI
y XIX, representando el 15,8% de los perfiles unicos. En
neumologia, se encontrd el perfil XV y en cirugia el perfil
IV, representando en ambos casos el 5,3%.

Se encontraron cuatro grupos clonales, el perfil IV (ce-
pas 925y 947) en medicina y cirugia. El perfil XI (cepas 334,

Perfil de
REP-PCR resistencia

47 | MDR

147 1] MDR

707 m MDR

925 - MDR

947 MDR

369 v MDR

751 vi XDR/DTR
809 Vil XDR/DTR
ATCC

769 vl XDR/DTR
347 1X MDR

912 X MDR

334 MDR

862 XI MDR

814 XDR/DTR
382 Xil XDR/DTR
383 XIll MDR

28 ‘ MDR

XV

792 XDR/DTR
333 XV MDR

539 XVi MDR

869 XVl MDR

408 MDR

- ‘ Xvill MBR

778 XIX XDR/DTR

MDR: resistencia a multiples firmacos; XDR: extremadamente resistente; DTR: dificil de tratar; ATCC: American Type Culture Collection.

Figura 1. Dendrograma que muestra la relacién clonal de 24 cepas de Pseudomonas aeruginosa productoras de
metalo-B-lactamasas, utilizando el coeficiente de correlacion cofenético de Pearson y el método de agrupamiento
de la media aritmética ponderada UPGMA (Unweighted-Pair Group Method with Aritmetic Mean). La linea pun-

teada representa el 96% de similaridad.
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862y 814), perfil XIV (cepas 28 y 792) y el perfil XVIII (ce-
pas 408 y 414). Estos tres tltimos grupos clonales fueron en-
contrados en medicina.

Segun el perfil de resistencia, en medicina se aislaron el
82,3% (17/24) de las MDR y el 71,4% (5/7) DTR, en UCI se
aislé el 28,6% (2/7) de las cepas DTR. La unidad que pre-
sentd mayor cantidad de cepas y diversidad de perfiles fue
medicina, con 11 perfiles unicos y 3 grupos clonales.

DISCUSION

En este estudio reportamos la alta diversidad clonal de P.
aeruginosa MBL con perfiles de resistencia MDR y XDR/
DTR circulando principalmente en la unidad hospitalaria de
medicina de un hospital de tercer nivel de atencién en Lima.

P aeruginosa resistente a carbapenémicos es uno de los
principales microorganismos causantes de infecciones asocia-
das a la atencion en salud, por ello, la Organizacién Mundial de
la Salud lo sigue considerando en la lista de los patdgenos bacte-
rianos de alta prioridad en investigacion, desarrollo y busqueda
de nuevas estrategias de prevencion y control de las infecciones
19, Ta deteccién temprana de P. aeruginosa productora de car-
bapenemasas en pacientes colonizados o infectados es de suma
importancia en los centros de atencion de salud, para evitar su
propagacion y prevenir los brotes hospitalarios.

A nivel mundial, se han reportado infecciones por P
aeruginosa resistentes a carbapenémicos en pacientes hospi-
talizados, originando brotes en diferentes unidades de hos-
pitalizacién, principalmente en UCI %!7), Durante el 2016,
en el Hospital Militar Central se registré un incremento de
aislamientos de P. aeruginosa resistentes a los carbapenemes
por MBL, identificindose el gen bla,,, y bla,,,, ®. El 69,2%
de las secreciones respiratorias se aislaron de medicina, es-
tos hallazgos coinciden con los reportados por Vega et al. @
quienes reportaron el 51,3% de sus aislamientos de P. aerugi-
nosa MBL de infecciones respiratorias en un centro asisten-
cial académico de Miami, Florida.

Actualmente, la diseminacion de clones de alto riesgo
de P. aeruginosa MDR/XDR es un problema de salud pu-
blica, poniendo en riesgo la actual terapia antimicrobiana y
aumentando la morbimortalidad “®. En Espana, Sastre-Fe-
menia et al. ¥ evidenciaron una disminucion de los perfiles
XDR, DTR de resistencia de P. aeruginosa y una ligera dis-
minucién de la prevalencia de betalactamasas de espectro
extendido y carbapenemasas en el 2022; sin embargo, hubo
un aumento de cepas XDR productoras de carbapenemasas
asociadas al clon ST235 de alto riesgo hipervirulento. En
nuestro estudio el 70,8% de P. aeruginosa MBL fueron MDR
y el 29% XDR/DTR, todas aisladas de medicina excepto una
cepa DTR aislada en UCI. Estos hallazgos muestran una si-
tuacién preocupante por la probable presencia de clones de
alto riesgo en esta unidad, asi como la deficiente vigilancia

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2025.421.13818

de las cepas multirresistentes, aunado a las pocas opciones
de tratamiento para estas infecciones incluyendo al ceftolo-
zano/tazobactam, ceftazidima/avibactam o imipenem/rele-
bactam que no son activos frente a estas cepas 15!

En este estudio reportamos, la alta diversidad de perfiles
REP-PCR en su mayoria encontrados en medicina con perfiles
unicos y alta diversidad clonal. Estos hallazgos coinciden con
lo reportado por Tomas da Costa ef al. ?%, quienes tras utilizar
PFGE observaron la policlonalidad en P. aeruginosa producto-
ras de carbapenemasas procedentes de 12 hospitales chilenos.

Similares resultados fueron reportados por Rodrigues et al.
) tras genotipificar cepas de P. aeruginosa utilizando MLST y
REP-PCR automatizado en un hospital de la Amazonia en Bra-
sil. En el mismo contexto Oliver et al. *® y Del Barrio-Tofifo et
al. @) reportan que P, aeruginosa tiene una estructura de pobla-
cion epidémica no clonal, compuesta por un numero limitado
de clones generalizados, que se seleccionan de una gran canti-
dad de genotipos raros y no relacionados, que se recombinan
con alta frecuencia y los clones globales de alto riesgo XDR/
DTR estan diseminados en los hospitales de todo el mundo.

En el Pert, son pocoslos estudios de clonalidad en P. aerugi-
nosa productoras de carbapenemasas en los centros asistencia-
les de salud, posiblemente por la falta de metodologias practicas
y econdmicas que permitan conocer, en menor tiempo, la rela-
cion clonal de los aislados, por ello una fortaleza de este estudio
es evidenciar que la técnica REP-PCR puede representar una
alternativa en los hospitales. Entre las limitaciones identifica-
mos la no secuenciacion del genoma completo para determinar
las variantes alélicas de las MBL y la identificacion de clones de
alto riesgo, asi como el nimero reducido de aislados evaluados,
todas ellas seran abordadas en préximos estudios.

En conclusion, reportamos la policlonalidad de P. aerugi-
nosa productoras de MBL que circulan en un hospital de tercer
nivel de Lima utilizando la técnica de REP-PCR, que ha demos-
trado ser una alternativa practica y econdmica en la rutina de la
vigilancia epidemioldgica.
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