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RESUMEN
Pseudomonas aeruginosa ha emergido como uno de
los principales patógenos hospitalarios causantes de
infecciones graves y productores de β-lactamasas
de espectro extendido (BLEE) inusuales, como PER-
1, OXA y carbapenemasas.

Objetivo. Caracterizar los aislamientos de P.
aeruginosa resistentes a β-lactámicos de amplio es-
pectro por investigación de los genotipos por rep-
PCR y su diseminación en este hospital.

Métodos. Se obtuvieron 26 aislamientos clíni-
cos de P. aeruginosa resistentes a β-lactámicos de
amplio espectro del Hospital San Jerónimo de enero
a agosto del 2002. La resistencia a los β-lactámicos
de amplio espectro se estableció con el sistema
MicroScan® ESBL plusTM. Se utilizó la técnica de rep-
PCR para la tipificación molecular de los microorga-
nismos.

Resultados. Los aislamientos mostraron re-
sistencia a la fluoroquinolona ciprofloxacina (15/26,
57,6%) y aminoglucósidos, como gentamicina (14/
26, 53,8%) y amikacina (9/26, 34,6%). También se
observó resistencia a meropenem e imipenem (3/
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26, 11,5%). La tipificación molecular por rep-PCR
mostró dos clones A y B de 15 y 3 aislamientos,
respectivamente y 8 aislamientos no relacionados.
El clon A con 15 aislamientos incluía dos subclones
idénticos de 8 y 2 aislamientos, y 5 aislamientos es-
trechamente relacionadas. El clon B incluyó 3 aisla-
mientos estrechamente relacionados con similaridad
mayor del 90%

Conclusiones. La relación de los fenotipos de
resistencia expresados por estos aislamientos, po-
siblemente, indique la existencia de plásmidos de
resistencia causantes de la infección hospitalaria en
este hospital y responsables de codificar la resisten-
cia a β-lactámicos de amplio espectro. Asimismo, el
análisis molecular por rep-PCR mostró la disemina-
ción de dos clones de P. aeruginosa en el hospital, de
los cuales el clon A presentó aislamientos idénticos
diseminados en diferentes servicios de la institución,
lo que sugiere una transmisión horizontal.
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ABSTRACT
Pseudomonas aeruginosa has emergence as
nosocomial pathogen mean causing several illnes
and producer of extended-spectrum β-lactamases
(ESBL) unusual as PER-1, OXA and carbape-
nemases.

Objetives: Characterized isolates of broad-
spectrum β-lactams resistant P. aeruginosa by
research of genotype rep-PCR and spread in this
hospital. Methods: 26 clinical isolates of broad-
spectrum β-lactams resistant P. aeruginosa were
obtained from Hospital San Jeronimo (HSJ),
between January and August 2002. Broad-
spectrum β-lactams resistant was established with
system MicroScan® ESBL plusTM (Dade Inc).
Assays by rep-PCR were utilized for molecular
typing of microorganisms.

Results: Those isolates showed resistance
to fluoroquinolone as ciprofloxacin (15/26, 57.6%)
and aminoglicosides as gentamicin (14/26, 53.8%)
and amikacin (9/26, 34.6%). Also showed
resistance to meropenem and imipenem (3/26,
11.5%). Molecular typing by rep-PCR showed 2
clusters of 15 and 3 strains, and 8 strains
unrelationed. Cluster of 15 strains included two
clons of 8 and 2 strains, and 5 strains relationed.
Cluster of 3 strains showed isolates relationed.

Conclusions: Relation of resistance pheno-
typic expressed for this isolates indicating possibly
the existance resistence plasmids causing of
nosocomial infections in this hospital and res-
ponsible encoding broad-spectrum β-lactams
resistant, moreover molecular assays by rep-PCR
showed spread of 14 cluster of P. aeruginosa in
HSJ, the clusters 1, 3 y 6 showed the biggest
number of isolates, the remained clusters corres-
ponded to single isolates that suggest an horizon-
tal transmission.

Keywords: P. aeruginosa, epidemiology,
broad-spectrum β-lactams, resistance, rep-PCR.

INTRODUCCIÓN
Pseudomonas aeruginosa es un patógeno oportu-
nista que causa infecciones del aparato urinario y
respiratorio, de los tejidos blandos, endocarditis y
una variedad de infecciones sistémicas, particular-
mente en pacientes quemados, con cáncer, fibrosis
quística o compromiso del sistema inmune. Pseudo-
monas aeruginosa ha emergido como uno de los más
importantes patógenos hospitalarios causantes de
infecciones graves (1). El tratamiento es a menudo
complicado, debido a que este microorganismo puede
adquirir genes de resistencia y hábilmente se adap-
ta a nuevas condiciones ambientales (2,3).

El mecanismo de resistencia más frecuente a
las oximino-cefalosporinas en P. aeruginosa es la
ausencia de represión de las enzimas cromosómicas
AmpC y a las bombas de salida (4). La resistencia a
las cefalosporinas de amplio espectro (ceftazidime
y cefepime) también puede resultar de la produc-
ción de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE).
P. aeruginosa ha sido la mayor fuente de BLEE
inusuales, como PER-1 (5) y muchas β-lactamasas
mutantes clase D de espectro extendido, que inclu-
yen las enzimas OXA (6-8).

Por otro lado, la producción de BLEE tipos TEM
y SHV en P. aeruginosa es rara (9); entre tanto, el
incremento del uso de los carbapenems para el tra-
tamiento de las infecciones causadas por bacterias
Gram negativas resistentes a otros agentes β-
lactámicos ha causado la emergencia de la resis-
tencia a estos antibióticos por producción de metalo-
β-lactamasas, que pueden ser codificadas en los
cromosomas o mediadas por plásmidos (10-12).

Los aislamientos de P. aeruginosa productores
de carbapenemasas se han detectado en Europa,
Asia, Estados Unidos y Suramérica; esto sugiere que
este mecanismo de resistencia puede convertirse en
un problema global. En Colombia, se han obtenido
aislamientos de P. aeruginosa productoras de carba-
penemasas (13). Los aislamientos multirre-sistentes
de P. aeruginosa productores de BLEE y causantes
de infección hospitalaria en el Hospital San Jeróni-
mo son preocupantes, debido a que los fenotipos de
resistencia expresados por estos gérmenes en mu-
chos casos no son fáciles de tratar; además, no se
conoce con certeza si existe una movilidad de clo-
nes de P. aeruginosa entre los diferentes servicios
del Hospital San Jerónimo.

Infectio 2007; 11(1): 6-15
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Los estudios anteriores realizados en el mismo
hospital han mostrado tasas de resistencia a β-
lactámicos de amplio espectro en P. aeruginosa de
38% (14). El objetivo de este estudio fue caracteri-
zar molecularmente los aislamientos de P. aeruginosa
resistentes a β-lactámicos de amplio espectro, para
examinar su circulación hospitalaria en el principal
hospital de Montería.

MATERIALES Y MÉTODOS
Tipo de estudio, lugar de estudio y aislamien-
tos bacterianos. Se llevó a cabo un estudio des-
criptivo, en el cual se estudiaron veintiséis aislamien-
tos no repetitivos de P. aeruginosa multirresistentes
y recuperados de diferentes pacientes. Los microor-
ganismos se obtuvieron en el Hospital San Jerónimo
de Montería (Colombia), en el periodo de enero a
agosto de 2002. Los aislamientos no pertenecían a
un brote: se aislaron de casos consecutivos que se
presentaron durante el periodo de estudio.

El Hospital San Jerónimo pertenece al segundo
nivel de atención y cuenta con 204 camas. Los servi-
cios de donde se obtuvieron los aislamientos fueron
la unidad de cuidado intensivo (UCI), medicina in-
terna, pediatría y cirugía. Las muestras en las que
se aislaron los microorganismos fueron de orina,
sonda vesical, sangre, catéter y secreción bronquial.
La identificación de las especies se confirmó me-
diante el uso de los sistemas API 20 NE (Biomerieux,
S.A., Marcy I‘Etoile, France).

Pruebas de susceptibilidad. Para las prue-
bas de susceptibilidad se emplearon el método de
difusión en disco (15) y el de la concentración
inhibitoria mínima (CIM) de MicroScan® Neg Com-
bo Panel Type 32 (Dade Behring, CA, USA) (16). Para
la determinación de las CIM expresadas por los ais-
lamientos resistentes a cefalosporinas de amplio es-
pectro y carbapenems, se emplearon los métodos
Etest® MBL (Biodisk, Solna, Sweden) y MicroScan®
ESBL plus® (Dade Behring, CA, USA) (16).

Difusión en disco. La susceptibilidad antibió-
tica de los aislamientos se determinó primero por el
método de difusión en disco (15) en agar Isosensi-
test® (Oxoid, Basingstoke, UK), con sensidiscos de
ceftazidime de 30 µg; ceftazidime/clavulonato, 30/
10 µg; aztreonam, 30 µg; cefepime 30 µg; imipenem,

10 µg; gentamicina, 10 µg; amikacina, 30 µg, y cipro-
floxacina, 5µg (Oxoid, Basingstoke, UK). Aunque aún
no está estandarizada la difusión en disco para gér-
menes no fermentadores, la aproximación inicial de
producción de BLEE en P. aeruginosa se hizo con la
prueba de difusión en disco de ceftazidima y cefta-
zidima/clavulonato (14,17).

Determinación de la concentración inhi-
bitoria mínima (CIM90). Se usaron los sistemas
MicroScan® Neg Combo Panel Type 32, MicroScan®
ESBL plus® (Dade Behring, CA, USA) y Etest® MBL
(Biodisk, Solna, Sweden), aprobados por el Clinical
and Laboratory Standard Institute (CLSI) (16). Se
compararon los siguientes antibióticos para evaluar
la actividad de enzimas u otros mecanismos de re-
sistencia: ceftazidima, aztreonam, cefepima, imipe-
nem, meropenem, gentamicina, amikacina y cipro-
floxacina. La potencia de estos antibióticos se calculó
por medio de CMI90 mayores de 90% de sensibilidad.
Los puntos de corte de sensibilidad para los antibió-
ticos probados fueron ceftazidima, cefepima y
aztreonam = 8 µg/ml, imipenem, meropenem = 4µg/
ml, gentamicina = 4 µg/ml, amikacina = 16 µg/ml y
ciprofloxacina =1 µg/ml.

MicroScan®. La resistencia a los β-lactámicos
de amplio espectro se estableció como recomienda
el CLSI (15), con el sistema MicroScan® Neg Com-
bo Panel Type 32 y MicroScan® ESBL plus™ (Dade
Behring, CA, USA), que contenían concentraciones
dobles seriadas de ceftazidime [0,5-128 µg/ml],
ceftazidime/ clavulonato (0,12/ 4-16/ 4 µg/ml),
aztreonam (0,5-64 µg/ml), cefepime (1-32 µg/ml),
imipenem (0,5-16 µg/ml), meropenem (0,5-16 µg/
ml), gentamicina (1-8 µg/ml), amikacina (4-32 µg/
ml) y ciprofloxacina (1-2 µg/ml); los resultados se
interpretaron luego de un periodo de incubación de
20 horas a 37 °C de acuerdo con las guías del CLSI
(16). La disminución de la CIM de ceftazidima cuan-
do se asocia a clavulonato sugiere la presencia de
BLEE en P. aeruginosa (18).

Etest®. La CIM de imipenem en los aislamien-
tos de P. aeruginosa resistentes se determinó me-
diante la tira Etest® MBL (Biodisk, Solna, Sweden),
imipenem (4-256 µg/ml] e imipenem/EDTA (1-64 µg/
ml]; los resultados se interpretaron siguiendo las re-
comendaciones de la casa comercial.
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Tipificación molecular por rep-PCR. Todos
los aislamientos se cultivaron en caldo LB (10 g/L
triptona, 5 g/L de extracto de levadura, 10 g/L NaCl)
a 37 ºC, a 250 rpm, toda la noche. El ADN total fue
extraído de cada aislamiento de P. aeruginosa, con
un kit comercial de reactivos (Bacterial BarCodes Inc,
Houston, Tx). El ADN genómico se purificó con
Wizard® genomic DNA Purification Kit (Promega, Wi,
USA). La pureza y concentración del ADN se estima-
ron en un espectrofotómetro de luz ultravioleta
Beckman DU 530 Uv/V, operando a una longitud de
onda en que la diferencia en los valores de extinción
de la hidrólisis de la molécula fue máxima.

Para la rep-PCR, se usó el repPRO-PCR™ DNA
Fingerprinting (Bacterial BarCodes Inc, Houston, Tx),
para comparar los genotipos de los aislamientos, usan-
do el oligonucleótido Uprime-B1 (Bacterial BarCodes
Inc, Houston, Tx). Para la amplificación se dispuso de
una mezcla que contenía 1 µl (100 ng) de ADN de P.
aeruginosa, 0,36 µg del oligonucleótido Uprime-B1, 0,2
mg/ml de albúmina sérica bovina (BSA), 2,5% de
dimetilsulfóxido, nucleótidos en una concentración de
10 mM (cada uno) y 2,5 U de Taq ADN polimerasa (Pro-
mega, Wi, USA) en volúmenes de 25 µl de reacción.

La reacción se realizó en un termociclador PTC-
100 (MJ Research, Inc.), bajo las siguientes condi-
ciones: 2 segundos a 95 ºC como desnaturalización
inicial, seguidos por 31 ciclos realizados por 3 se-
gundos a 94 ºC, 30 segundos a 92 ºC como el paso
de desnaturalización combinada, 1 minuto a 50 ºC
como alineamiento y 8 minutos a 65 ºC como paso
de elongación; un paso de elongación final fue in-
cluido a 65 ºC por 8 minutos.

Análisis de la huella genómica por elec-
troforesis. Los fragmentos de ADN se separaron a
120 v por 6 horas. El ADN del bacteriófago lambda
de 1 kb se usó como marcador de peso molecular
(Promega, Wi, USA). El ADN se separó por electro-
foresis en gel de agarosa 1% (w/vol) usando tampón
tris-acetato EDTA 1X (40 mM tris-acetato, 1 mM EDTA
ph 8,0 ± 0,2). El gel se coloreó con bromuro de etidio
(3 µg) y se fotografió bajo luz ultravioleta (19). Los
patrones de P. aeruginosa producidos por electro-
xforesis generaron una matriz de presencia o au-
sencia de bandas representadas por 0 y 1 (0: au-
sencia y 1: presencia) y se analizó mediante el uso
del software NTSYS pc. Versión 2.0. Se generó un
dendrograma utilizando el algoritmo UPGMA.

Interpretación de la rep-PCR. La interpre-
tación de los patrones de rep-PCR se realizaron se-
gún lo sugerido por Malathum et al. (20). Los aisla-
mientos se consideraron idénticos si mostraban
patrones de bandeo iguales. Básicamente, los aisla-
mientos que mostraron diferencias de una banda se
clasificaron como relacionados en un mismo grupo
de clones. Los aislamientos que mostraron diferen-
cias de dos o más bandas se categorizaron como
grupos de clones diferentes.

RESULTADOS
Patrones de susceptibilidad de los aislamien-
tos clínicos. Los aislamientos analizados mostra-
ron diferentes niveles de resistencia a ceftazidime,
aztreonam y carbapenems (tabla 1). Todos los ais-
lamientos de P. aeruginosa mostraron resistencia a
agentes no β-lactámicos, incluso fluoroquinolonas
como ciprofloxacina (15/26, 57,6%) y aminoglu-
cósidos, como gentamicina (14/26, 53,8%) y
amikacina (9/26, 34,6%). La resistencia mostrada
por estos aislamientos a los carbapenems (mero-
penem e imipenem) se observó en 3/26, 11,5%
(tabla 1).

No todos los aislamientos mostraron resisten-
cia conjunta a ceftazidima (CIM: rango 4 a = 128
µg/ml) y aztreonam (CMI rango 4 a > 64 µg/ml).
Por lo tanto, el análisis de las CIM mostró aislamien-
tos que expresan sensibilidad a ceftazidima y resis-
tencia a aztreonam o sensibilidad a aztreonam y re-
sistencia a ceftazidima (tabla 1).

Análisis molecular por rep-PCR. Se gene-
raron fragmentos con un peso molecular de 298 a
4.072 pb. Los aislamientos que mostraron patrones
con diferencias de dos o más bandas se considera-
ron diferentes; se identificaron dos clones represen-
tativos cuando se hizo el análisis con un coeficiente
de similaridad del 90% entre los 26 aislamientos (ta-
bla 1; figura 1). La similitud de muchos de los patro-
nes rep-PCR indica un alto grado de relación entre
las aislamientos. Muchos aislamientos con patrones
similares de bandeo rep-PCR se agruparon en un
mismo grupo de clones (figura 1). De esta forma, se
identificaron dos clones A y B de 15 y 3 aislamien-
tos, respectivamente y 8 aislamientos no relaciona-
dos. El clon A con 15 aislamientos incluía dos sub-
clones idénticos A1 de 8 y A2 de 2 aislamientos,
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Tabla 1
Aspectos clínicos de las aislamientos de P. aeruginosa productoras de BLEE

CAZ: ceftazidime;
AZT: aztreonam;
FEP: cefepime;
IMP: imipenem;
MER: meropenem;

CN: gentamicina;
AK: amikacina;
CP: ciprofloxacina;
SXT: trimetoprim-sulfametoxazol

*CAZ/CLA: sinergismo de ceftazidime en combinación con clavulonato 4 µg/ml.
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recuperados de diferentes servicios y 5 aislamien-
tos estrechamente relacionadas. El clon B incluyó 3
aislamientos estrechamente relacionados con simi-
laridad mayor del 90%.

Perfiles de rep-PCR de P. aeruginosa productoras de BLEE (Clon A1).
Línea 1, ladder lambda; línea 2, cepa 270; línea 3, cepa 73; línea 4,
cepa 263; línea 5, cepa 60; línea 6, cepa 268; línea 7, cepa 472;
línea 8, cepa 319; línea 9, cepa 306.

Figura 1

Dendrograma basado en el algoritmo UPGMA. P. aeruginosa productora de BLEE (n = 26), fueron genotipificados por rep-PCR. El agrupamiento
de los perfiles de rep-PCR mostraron diferentes grupos electroforéticos con similaridad > 95%. La línea punteada vertical indica el nivel de
similaridad 95%.

A1

A2

A

B

Los subclon A1 con 8 aislamientos idénticos
(73, 263, 268, 270, 306, 319, 472, 506), se mues-
tra en las Figuras 1 y 2; 3 (37,5%) de estos aisla-
mientos se obtuvieron de pacientes de UCI. De igual
forma, los aislamientos del subclon A2 (120 y 294).
El clon B incluyó 3 aislamientos estrechamente re-
lacionados con similaridad mayor del 90% de los
recuperados en los servicios de medicina interna,
pediatría y UCI.

Los otros aislamientos mostraron perfiles
electroforéticos diferentes, y se clasificaron como in-
dependientes, no relacionados con los otros clones.

DISCUSIÓN
En este estudio, 26 aislamientos de P. aeruginosa
resistentes a los β-lactámicos de amplio espectro,
mostraron niveles de resistencia a ceftazidima CIMI90

4 a >128 µg/ml y aztreonam CMI90 de 4 a > 64 µg/ml
(26,9%). Esto podría sugerir la expresión de enzi-
mas BLEE de los tipos OXA, PER y SHV, diseminadas
ampliamente en los pabellones hospitalarios de La-
tinoamérica (5,7,21).

Por otro lado, la presunta existencia de estas
enzimas en los aislamientos de P. aeruginosa recu-
perados de la UCI, medicina interna, pediatría y ci-
rugía del Hospital San Jerónimo, podría explicarse

Figura 2
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por la alta presión selectiva que se ejerce con la ex-
cesiva utilización de antibióticos β-lactámicos de am-
plio espectro, como ceftazidima e imipenem, y la com-
binación con otros agentes antibióticos empleados para
el control de las infecciones causadas por estos orga-
nismos hospitalarios en los pabellones de este hospi-
tal; estos gérmenes son responsables del número de
admisiones de los pacientes a la UCI (14,22).

Los hallazgos de los perfiles fenotípicos de re-
sistencia de los aislamientos de P. aeruginosa son
similares a los de reportes previos (14). La resisten-
cia a clases de antibióticos no relacionadas podría
indicar la presencia simultánea de determinantes de
resistencia adicionales, como enzimas modificantes
de aminoglucósidos, mutaciones que regulen el sis-
tema de salida o ambos mecanismos, que son co-
munes entre los aislamientos hospitalarios de P.
aeruginosa (22-24).

Las variaciones en los niveles de resistencia
presentada a los β-lactámicos en aislamientos ge-
néticamente relacionados caracterizados en este
estudio, podrían deberse a la expresión en estos ais-
lamientos de diferentes tipos de BLEE o la codifica-
ción de dos o más BLEE en un mismo aislamiento.
No obstante, esas variaciones también podrían de-
pender de la cantidad de enzimas BLEE o a la posi-
ble adquisición de otros mecanismos de resistencia
a antibióticos β-lactámicos, tales como la alteración
en la permeabilidad mediada por porinas o la adqui-
sición de bombas de expulsión (24,25).

No todos los aislamientos de P. aeruginosa re-
sistentes a los β-lactámicos de amplio espectro son
categorizados como resistentes a ceftazidima o
aztreonam cuando se usan los puntos de corte de
resistencia del CLSI (16), ≥ 16 µg/ml. Sin embargo,
debido a la disminución de la CIM de estos β-
lactámicos en más de 3 diluciones cuando se acom-
pañó de ácido clavulánico (tabla 1), indicamos la po-
sible existencia en estos aislamientos de enzimas
BLEE que expresan bajos niveles de resistencia a los
β-lactámicos de amplio espectro, debido a que el
sinergismo mostrado del ácido clavulánico en com-
binación con ceftazidima sólo se potencia cuando el
mecanismo de resistencia a cefalosporinas de am-
plio espectro y aztreonam es producido por BLEE y
no por otros mecanismos de resistencia, tales como
alteración o disminución de las porinas de membra-
na o por bombas de salida (pump efflux) (18). No
obstante, la diferencia en el coeficiente de permeabi-

lidad de cada β-lactámico puede jugar un rol impor-
tante en la resistencia de estos patógenos Gram ne-
gativos (26).

Existen métodos estándar para la detección de
BLEE en K. pneumoniae y E. coli. Sin embargo, para
el resto de Enterobacteriaceae y no fermentadores,
no existe estandarización de los métodos para la
detección de las BLEE, por lo que es difícil detectar y
reportar BLEE en esos microorganismos (15,18,27).
Además, el uso incorrecto de estrategias de control
de los antibióticos para confrontar el inminente tra-
tamiento de las infecciones causadas por los aisla-
mientos de no fermentadores resistentes a cefa-
losporinas de amplio espectro y la falta de medidas
de control de las infecciones que buscan limitar la
diseminación de múltiples aislamientos (policlonales)
de estos organismos resistentes, son el principal pro-
blema clínico y epidemiológico para contener los al-
tos índices de BLEE en los bacilos Gram negativos no
fermentadores.

Los aislamientos de P. aeruginosa de pacientes
con infección hospitalaria, frecuentemente son re-
sistentes a múltiples antibióticos, incluso cefalospo-
rinas, aminoglucósidos y fluoroquinolonas (28). El
imipenem es el agente más efectivo usado contra
estos organismos. Sin embargo, el incremento del
uso de éste y otros antibióticos (ciprofloxacina y
amikacina), particularmente en instituciones que tie-
nen un incremento en la incidencia de Enterobac-
teriaceae productoras de BLEE o hiperproductoras
de enzimas AmpC, ha conllevado a la rápida y pro-
gresiva aparición de A. baumannii y P. aeruginosa
resistentes a carbapenems (14,22). Es importante
el hallazgo en este estudio de 3 aislamientos, el 270,
el 505 y el 524, que expresaron resistencia a carba-
penems (tabla 1), porque evidencia la emergencia
de resistencia a estos potentes antibióticos, presu-
miblemente, por expresión de enzimas metalo-β-
lactamasas en este hospital (22).

Entre tanto, el análisis de la terapia antibiótica
recibida por los pacientes antes del aislamiento de
las P. aeruginosa resistentes a β-lactámicos de am-
plio espectro, reveló que 6 pacientes recibieron te-
rapia con imipenem, 13 recibieron terapia con
cefalos-porinas de amplio espectro y 7 recibieron
terapia combinada de ciprofloxacina y gentamicina.

La fuerte presión selectiva ocasionada por el
abuso de agentes β-lactámicos en este hospital, per-
mite sugerir que P. aeruginosa resistente a β-lactá-
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micos de amplio espectro puedan diseminarse y cau-
sar infecciones hospitalarias en quienes no reciben
terapia de primera línea con β-lactámicos (12). Es
importante mencionar que 2 de los 3 aislamientos
resistentes al imipenem no fueron aislados durante
terapia con imipenem (datos no mostrados), lo cual
indica que no siempre se requiere el uso de carba-
penems para seleccionar aislamientos de P. aerugi-
nosa resistentes a estos antibióticos, cuando estos
patógenos ya se encuentran circulando en el am-
biente hospitalario.

Se han postulado diferentes mecanismos en los
aislamientos de P. aeruginosa resistentes a cefalos-
porinas y carbapenems, presencia de varios tipos
de β-lactamasas y la pérdida de porinas de mem-
branas (23). La aparición de resistencia a carbape-
nems, probablemente, ha sido causada por el exce-
sivo uso de estos antibióticos en este hospital y la
adquisición de diferentes mecanismos de resisten-
cia por clones preexistentes. La CIM de las cefalos-
porinas de amplio espectro y aztreonam para estos
aislamientos de P. aeruginosa fueron ceftazidima
>128 µg/ml, cefepime > 32 µg/ml y aztreonam > 64
µg/ml (tabla 1). La alta CIM expresada para aztreo-
nam por estos aislamientos presumiblemente pro-
ductores de MBL, también podría indicar la existen-
cia conjunta de BLEE, debido a que estos aislamientos
son sensibles a aztreonam y sólo se muestran resis-
tentes cuando la producción de una BLEE se expresa
conjuntamente (22).

Además, el común denominador entre muchos
pacientes (19 de 26) consistió en haber sido admiti-
dos una o más veces en la UCI antes del aislamiento
de P. aeruginosa resistentes a β-lactámicos de am-
plio espectro. Esto sugiere que 3 de 19 pacientes de
los que se obtuvieron las P. aeruginosa, que se en-
contraban en el servicio de medicina interna, proba-
blemente fueron colonizados durante su estancia en
la UCI. El análisis molecular de estos aislamientos
mostró relación clonal en 10 de 19 aislamientos de
pacientes que presentaron una o más admisiones a
dicha unidad. La UCI es una habitación en donde los
pacientes infectados no están aislados de los otros
pacientes en estado crítico no infectados; esta pue-
de ser la causa de difusión de muchos clones resis-
tentes a β-lactámicos de amplio espectro entre los
pacientes de ese servicio.

El análisis epidemiológico y molecular de las
aislamientos de P. aeruginosa indica que se encuen-

tra ampliamente diseminada en diferentes servicios
hospitalarios del Hospital San Jerónimo. La disemi-
nación de la resistencia a β-lactámicos de amplio
espectro en P. aeruginosa no ha sido favorecida por
un aislamiento común, aunque muchos brotes hos-
pitalarios han sido provocados por un mismo aisla-
miento de clones (10,12).

La tipificación molecular de los aislamientos de
P. aeruginosa por rep-PCR demostró que 11 aisla-
mientos (42,3% del total de aislamientos) mostra-
ron estar estrechamente relacionados (clones A y
B) y revelaron patrones de rep-PCR representativos
(subclones A1 y A2); el subclón A1 fue mostrado
idénticamente por 8 aislamientos obtenidos de la UCI,
medicina interna, pediatría y cirugía, lo cual permite
sugerir la existencia de diseminación de clones de
este electroferotipo en el Hospital San Jerónimo. El
subclon A2 con 2 aislamientos de idéntico patrón
obtenidos de la UCI se encuentra estrechamente re-
lacionado, en 95%, con los aislamientos del subclon
A1, lo que permitiría presumir que un aislamiento
común haya adquirido un determinante de resisten-
cia que permitiera la supervivencia del aislamiento,
su diseminación por los diferentes servicios del Hos-
pital San Jerónimo y posterior diferenciación por mu-
taciones puntuales ejercidas probablemente por la
agresiva combinación de agentes antibióticos usa-
dos para el tratamiento de las enfermedades infec-
ciosas en el Hospital San Jerónimo.

Sin embargo, de los 8 aislamientos que pre-
sentaron relación clonal en el subclon A1, sólo dos
aislamientos mostraron idénticos fenotipos de re-
sistencia a los β-lactámicos; estos aislamientos fue-
ron P. aeruginosa 73 y 472 (tabla 1; figura1). El res-
to de aislamientos presentaron diferentes fenotipos
de resistencia a los antibióticos β-lactámicos. No obs-
tante, los aislamientos 306 y 319 mostraron fenoti-
pos de resistencia similares a los de todos los anti-
bióticos. Los aislamientos del electroferotipo 1C
también presentaron diferencias en sus fenotipos de
resistencia. Entre tanto, aislamientos con electro-
ferotipos diferentes expresaron fenotipos de resis-
tencia similares; posiblemente, esto indique que la
diseminación de plásmidos de resistencia en estos
aislamientos podría ser la responsable de la expre-
sión de los diferentes fenotipos de resistencia
(29,30).

Estos hallazgos son similares a los obtenidos
por Arlet et al. (30), en hospitales franceses, en don-
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de encontraron que algunos aislamientos de K. pneu-
moniae productores de BLEE tipo SHV-4 con idénti-
cos perfiles de plásmidos y genomas, expresaron
diferentes perfiles de resistencia. Aunque en este
estudio no se realizó el análisis plasmídico, podría
sugerirse la existencia de plásmidos en estos aisla-
mientos, genéticamente diferentes pero que expre-
san similares fenotipos de resistencia.

De otra parte, el análisis de la identidad gené-
tica de las aislamientos por tipificación del ADN, de-
terminó que 5 de 16 (31,2%) de las aislamientos
obtenidos de la UCI están estrechamente relaciona-
dos con un mismo origen clonal en el clon A (figura
1). Los 5 aislamientos de la UCI muy relacionados,
correspondientes a este clon, mostraron 2 patro-
nes de rep-PCR (subclones A1 y A2) (tabla 1; figu-
ra 1). No obstante, 3 de 4 (75%) de los aislamien-
tos obtenidos en el servicio de medicina interna
estuvieron estrechamente relacionados con un ori-
gen clonal común. Estos aislamientos se agruparon
en el subclon A1 y se relacionaron en un 95%, lo
cual sugiere la evolución a partir de un clon preexis-
tente en el Hospital San Jerónimo. Solamente un
aislamiento de medicina interna, que representó el
25% (aislamiento 210), no se relacionó clonalmente
con los otros (figura 1).

En conclusión, los aislamientos multirresistentes
de P. aeruginosa a los β-lactámicos de amplio es-
pectro y causantes de infección hospitalaria en este
hospital son preocupantes. La relación de los fenoti-
pos de resistencia expresados por estos aislamien-
tos posiblemente indique la existencia de plásmidos
de resistencia causantes de la infección hospitalaria
y responsables de codificar las BLEE. Asimismo, la
relación genética entre los aislamientos y la distin-
ción entre los grupos por rep-PCR mostraron la di-
seminación de 2 grupos clonales de P. aeruginosa,
de los cuales los subclones A1 A21, fueron los que
presentaron mayor número de aislamientos. Los
restantes correspondieron a aislamientos individua-
les, lo que sugiere que la transmisión horizontal pudo
ser la responsable y las medidas de control de las
infecciones fueron mínimas. La emergencia de ais-
lamientos policlonales de P. aeruginosa resistentes
a los β-lactámicos de amplio espectro puede deber-
se a la presión selectiva de los antibióticos, como
factor importante, y a la insuficiencia de las medi-
das de control de las infecciones.
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