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RESUMEN

Introduccion: Proteus mirabilis es un patdgeno de im-
portancia creciente tanto en las infecciones nosocomiales co-
mo en las comunitarias. La produccion de AmpC plasmidica es
un mecanismo de resistencia frente a cefalosporinas de espec-
tro extendido emergente en esta bacteria por lo que se consi-
deré de gran interés estudiar su prevalencia en nuestro Area
Sanitaria asi como su variabilidad genética, comparando dos
métodos recientemente incorporados al mercado: MALDI-TOF
y rep-PCR automatizada.

Métodos: Entre enero de 2006 y agosto de 2009 se recu-
peraron 1.396 aislamientos de P. mirabilis a partir de los culti-
vos de rutina realizados en Complejo Hospitalario Universitario
de Santiago de Compostela. La identificacion y el antibiograma
se hicieron por Vitek 2. Aquellos aislamientos con sensibilidad
reducida a amoxicilina-clavulanico y a cefoxitina, cefotaxima o
ceftazidima fueron seleccionados para la deteccion fenotipica
y genotipica de AmpC plasmidica mediante sinergia con doble
disco y PCR multiple, respectivamente. La tipificacion molecu-
lar se llevo a cabo, comparativamente, mediante rep-PCR au-
tomatizada y MALDI-TOF.

Resultados: A lo largo de tres afios y ocho meses, la pre-
valencia de P. mirabilis productor de AmpC paso del 0,17% al
4,50, mayoritariamente asociado a infeccion urinaria en pa-
cientes ancianos no hospitalizados. En todos los casos, AmpC
plasmidica pertenecio a la familia LAT/CMY. Se observo una
gran variabilidad genética entre los aislamientos tanto por
rep-PCR (DiversiLab) como por MALDI-TOF MS.

Conclusion: P. mirabilis productor de AmpC adquirida es
un patégeno emergente. La variabilidad genética de las cepas
estudiadas apunta a una dispersion de este mecanismo de re-
sistencia mas que a una diseminacion clonal. Rep-PCR auto-
matizada y MALDI-TOF se muestran como métodos rapidos y
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resolutivos para la tipificacion molecular en los laboratorios de
microbiologia clinica.
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Plasmid-mediated AMPc producing Proteus
mirabilis in the Health Care Area of Santiago
de Compostela: molecular and epidemiological
analysis by rep-PCR and MALDI-TOF

ABSTRACT

Introduction: Proteus mirabilis is an important pathogen
isolated from both community-acquired and health-care asso-
ciated infections. Acquired AmpC-type beta-lactamases repre-
sent an important mechanism of resistance to extended-spec-
trum cephalosporins and are emerging in several European
countries. The objective of this work was to know the preva-
lence of acquired AmpC beta-lactamase producing P. mirabilis
over the last three years and eight months and their clonal
relationships comparing MALDI-TOF and automated rep-PCR
results.

Methods: P. mirabilis isolates (n= 1,396) were obtained
from routine cultures at the University Hospital Complex of
Santiago de Compostela from January 2006 to August 2009.
Identification to the species level and antimicrobial suscepti-
bility testing were achieved with Vitek 2. The isolates showing
intermediate or total resistance to amoxicillin-clavulanic and
cefoxitin, cefotaxime or ceftazidime were selected for AmpC
phenotypic detection by double-disk synergy test, and molecular
confirmation by multiplex PCR. Molecular typing of the isolates
was performed by automated rep-PCR and MALDI-TOF.

Results: For the last three years and eight months, the
prevalence of AmpC-producing P. mirabilis increased from
0.17% to 4.5%, mainly associated with urinary tract infection
in elderly outpatients. In all cases, plasmidic AmpC belonging
to LAT/CMY lineage were detected. A high genetic variability
was seen with both, rep-PCR and MALDI-TOF MS.

Conclusions: AmpC-producing P. mirabilis is an emer-
gent pathogen. The high genetic variability detected suggests
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that the spread of the resistance mechanism is more probable
than a clone dispersion. Automated rep-PCR and MALDI-TOF
MS show as fast and decisive methods for bacterial strain ty-
ping in clinical microbiology laboratories.

Key words: Proteus, AMPc, MALDI-TOF, DiversiLab

INTRODUCCION

Proteus mirabilis es un patogeno frecuente asociado
a infecciones tanto en la comunidad como en instituciones
sanitarias'®. Las cepas salvajes de esta bacteria son sensibles
a B-lactdmicos debido a que no expresan la cefalosporinasa
cromosomica AmpC*. Sin embargo, la produccién de beta-lac-
tamasas plasmidicas de tipo AmpC en Proteus mirabilis es un
mecanismo de resistencia frente a cefalosporinas de espectro
ampliado emergente en Espafa y otros paises europeos®” deri-
vadas, mayoritariamente del grupo CMY/LATE. Las enterobacte-
rias portadoras de AmpC plasmidica son, habitualmente, mul-
tirresistentes lo cual restringe considerablemente las opciones
terapéuticas®'.

Debido a la creciente importancia clinica de este patd-
geno, el uso de métodos de tipificacion molecular eficientes
es de gran interés desde el punto de vista de la vigilancia y
control epidemioldgico. La implementacion de este tipo de
estudios en un laboratorio de microbiologia clinica convencio-
nal es ahora mas facil gracias al desarrollo de nuevas técnicas
rapidas, sencillas y poco laboriosas tal como rep-PCR automa-
tizada (Sistema DiversiLab) y MALDI-TOF MS. La utilidad epide-
mioldgica de estas técnicas ha sido objeto de estudio en los
ultimos afios'" ™.

En este contexto se ha planteado el presente trabajo en el
que, en primer lugar, se ha estudiado le evolucion de la preva-
lencia de P. mirabilis productor de AmpC plasmidica en el Area
Sanitaria de Santiago de Compostela a lo largo de tres afios y
ocho meses (enero de 2006 a agosto de 2009) y, en segundo
lugar, se ha realizado la tipificacion molecular de estos aisla-
mientos mediante dos técnicas moleculares de reciente incor-
poracion al mercado y de facil implementacion en el laborato-
rio de microbiologia: rep-PCR automatizada y MALDI-TOF MS.

MATERIAL Y METODOS

Periodo de estudio y aislamientos bacterianos. Duran-
te tres anos y ocho meses (enero 2006 a agosto 2009), en el
Servicio de Microbiologia del Complejo Universitario de San-
tiago de Compostela se recuperaron un total de 1396 aisla-
mientos de P. mirabilis a partir de muestras clinicas de pacien-
tes, tanto ingresados como ambulatorios, procedentes de todo
el Area Sanitaria.

Estudio fenotipico. La identificacion a nivel de especie y
el antibiograma se realizaron con el Sistema Vitek 2 (BioMé-
rieux, Francia). La interpretacion de este ultimo se basé en los
criterios propuestos por el CLSI™. Aquellos aislamientos con
sensibilidad disminuida a amoxicilina-clavulanico y cefoxiti-
na y/o cefotaxima y/o ceftazidima fueron seleccionados para

el estudio fenotipico y molecular de la presencia de AmpC. La
deteccion fenotipica se llevo a cabo mediante el método de
sinergia por aproximacion de discos utilizando acido boroni-
co, cloxacilina, cefoxitina, cefotaxima y ceftazidima de acuerdo
con protocolos desarrollados previamente'®'.

Deteccion molecular de AmpC. Se utilizo una PCR mul-
tiple para confirmar molecularmente la presencia de genes
ampC siguiendo el protocolo desarrollado por FJ Pérez-Pérez y
ND Hanson'. En los casos en los que no se obtuvo amplifica-
cion en la PCR multiple pero la prueba fenotipica fue positiva,
se utilizd Check-MDR (Check-points, Holanda) para la detec-
cion especifica de genes de ESBL, AmpC, KPC y NDM-1 basada
en tecnologia de "microarrays” que utiliza como marcadores
diferentes polimorfismos puntuales (SNP’s) especificos de ca-
da familia de enzimas. Como controles positivos se utilizaron
cepas previamente caracterizadas (Klebsiella pneumoniae pro-
ductor de FOX-5, Escherichia coli hiperproductor de AmpCy E.
coli productor de CMY-2).

Tipificacion molecular de los aislamientos. La caracte-
rizacion mediante rep-PCR se llevo a cabo mediante el Sistema
DiversiLab (BioMérieux, Francia) basado en la amplificacion de
elementos repetitivos no codificadores intergénicos presen-
tes en el cromosoma bacteriano. Las condiciones del ensayo
fueron las propuestas por el fabricante. Se uso el coeficiente
de Pearson para generar la matriz de distancias y el algoritmo
matematico UPGMA para crear los dendrogramas. Las relacio-
nes clonales se establecieron de la siguiente manera: indistin-
guible si la similitud es superior al 97% y no hay diferencias en
el patron de bandas, similares si la similitud es superior al 95%
y solo hay 1-2 bandas diferentes y, distintas, si la similitud es
inferior al 95% y hay 3 6 mas bandas distintas'.

Los espectros de masa para cada aislamiento se obtuvie-
ron mediante MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desortion/
lonisation Time-of-Flight Mass Spectrometry) utilizando el es-
pectrometro MS AXIMA (Shimadzu, Japon) acoplado a la base
de datos SARAMIS (BioMérieux, France). Los espectros se obtu-
vieron a partir de colonias crecidas en agar sangre en las con-
diciones descritas por otros autores' utilizando acido 2,5-di-
hidroxibenzdico (DHB) como matriz (BioMérieux, France). Se
calibro con la cepa de referencia E. coli CCGU10979 proporcio-
nada por el fabricante. La comparacion de los espectros de las
distintas bacterias fue analizada por el algoritmo SARAMIS™.
Se compararon los agrupamientos obtenidos por MALDI-TOF
MS vy Diversilab.

RESULTADOS

Prevalencia de P. mirabilis productor de beta-lacta-
masas plasmidicas de tipo AmpC (PMAP). Durante los tres
afnos y ocho meses que durd el estudio se recuperaron un to-
tal de 1396 aislamientos de P. mirabilis de los que 34 fueron
PMAP (solo se considerd un asilamiento por paciente). En la
tabla 1 se muestra el nimero de aislamientos y prevalencia
en cada uno de los afos. Los aislamientos fueron recupera-
dos de orina (n=17), ulceras y heridas (n=14), muestra respi-
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Figura 1 ‘ Dendrograma obtenido por rep-PCR semiautomatizada (sistema DiversiLab). Se recuadran
los grupos de aislamientos indistinguibles/similares.
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Figura 2

Dendrograma obtenido por comparacion de los espectros generados por MALDI-TOF MS.
(Los aislamientos marcados con la letra D son de pacientes no hospitalizados, los restantes

son nosocomiales). Se recuadran los agrupamientos coincidentes con rep-PCR.
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Tabla 1 Prevalencia de P. mirabilis productor de AmpC
desde enero de 2006 a agosto de 2009.

ANO Ne total PM Ne PMAP %

2006 580 1 0,17

2007 307 8 2,6

2008 310 16 52

2009* 199 9 45

PM = P. mirabilis, PMAP = P. mirabilis productor de AMPc plasmidica
* Primeros 8 meses del aiio

ratoria (n=1), catéter (n=1) y sangre (n=1). El 57% del total
de los pacientes afectados fueron mujeres. La edad media de
los pacientes fue de 60 afos (mediana 63 anos). El 59% de
los pacientes eran de origen comunitario. Dentro del grupo
de pacientes de origen comunitario, en el 87% de los casos, el
aislamiento de se PMAP se asocia a infeccion del tracto urina-
rio. En dos casos se asocio a infeccion de piel y partes blandas.
En cuanto a los aislamientos nosocomiales, la mayoria de ellos
(47%) se asociaron con infeccion de herida quirdrgica, prin-
cipalmente en relacion con cirugia abdominal. El resto de los
casos se asocian con infeccion urinaria, ulceras e infeccion de
origen abdominal.

Caracteristicas fenotipicas. Los porcentajes de sensibili-
dad frente a los antibioticos estudiados en el conjunto de los
aislamientos de P. mirabilis no mostraron diferencias signifi-
cativas entre los distintos afios. En la tabla 2 se comparan estos

Tabla 2 Porcentaje de sensibilidad in vitro de los

aislamientos de P. mirabilis.

Y% Sensibilidad

Antibidtico Global 2006 a 2009 PMAP
Amoxicilina-clavulanico 92 0
Cefoxitina 95 214
Cefotaxima 97 Khl
Ceftazidima 97 85"
Cefepima 98 9%
Meropenem 100 100
Gentamicina 86 89
Amikacina 100 100
Ciprofloxacino 80 36
Cotrimoxazol 60 43

“CMI = 32 mg/L, “CMI, = 4 mg/L, ** CMI, = 8 mg/L.
PMAP = P. mirabilis productor AmpC plamidica

resultados con los correspondientes al grupo de aislamientos
productores de AmpC. Se observa mayor nivel de resistencia a
ciprofloxacino y cotrimoxazol en PMAP que en el conjunto de
los aislamientos.

Deteccion molecular de AmpC. Tras la PCR multiple,
todos los aislamientos de PMAP excepto 2, dieron lugar a un
amplificado de 462 pb correspondiente a la diana que engloba
las secuencias de las familias LAT (1-4), CMY (2-7) y BIL-1 de
AmpC. Los dos aislamientos negativos en la PCR multiple fue-
ron estudiados por Check-MDR (Check-points, Holanda) dan-
do resultados positivos para AmpC de tipo CMY-2.

Tipificacion molecular. El andlisis de los resultados ob-
tenidos con rep-PCR (DiversiLab) mostro gran variabilidad en
los patrones de bandas. Se identificaron 5 tipos de perfiles que
se repetian entre algunos aislamientos (n=16). El resto fueron
diferentes (figura 1). Los aislamientos con patrones de ban-
da indistinguibles o similares corresponden a pacientes que,
mavyoritariamente tienen la misma procedencia (comunidad /
hospital).

La figura 2 presenta los datos del andlisis basado en la
comparacion de los espectrogramas obtenidos por MALDI-TOF
MS. Tres de los cinco grupos definidos por rep-PCR también
pueden observarse en el analisis con MALDI-TOF, aunque in-
cluyen menor numero de aislamientos. También en este anali-
sis tienden a agruparse por separado, los aislamientos de ori-
gen nosocomial y los comunitarios.

Considerando todos los aislamientos conjuntamente, la
similitud entre ellos se encuentra alrededor del 70% tanto por
rep-PCR como por MALDI-TOF.

DISCUSION

A los largo de los afios estudiados, se observa un incre-
mento progresivo del numero de aislamientos de PMAP. Esta
elevada prevalencia ha sido, también, comunicada por otros
autores en Espafia y en Europa afectando mayoritariamente, al
igual que en nuestro estudio, a pacientes de edad avanzada y/o
con comorbilidades®'®.

De acuerdo con los datos de sensibilidad frente a los an-
tibidticos, el uso de penicilinas y cefalosporinas para el trata-
miento de las infecciones producidas por PMAP debe excluirse.
De entre las drogas efectivas "in vitro", amikacina y carbapene-
mas se consideran los tratamientos de eleccion mientras que
piperacilina/tazobactam se ha mostrado inefectiva en algunos
casos®. El uso de carbapenemas deberia quedar reservado para
el tratamiento de infecciones graves. Debemos tener presente
que meropenem es la mejor eleccion ya que P. mirabilis fre-
cuentemente presenta altos valores de CMI frente a imipenem
debido a mecanismos de impermeabilidad?'. Por otro lado, se
ha descrito resistencia ertapenem en enterobacterias produc-
toras de altos niveles de AmpC en asociacion con pérdida de
porinas? por lo que esta puede ser una opcion arriesgada en
pacientes graves infectados por este tipo de cepas. En el ca-
so del tipo de infeccion mayoritariamente asociada a PMAP,
la infeccion urinaria, amikacina puede ser una opcion util. La
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dificultad para detectar la expresion conjunta de AmpC y beta-
lactamasas de espectro extendido (BLEE) por métodos fenoti-
picos podria, en algunos casos, dar lugar a una interpretacion
erronea de sensibilidad a cefepima ya que el valor de CMI para
este antibiotico no siempre supera el punto de corte (>8 mg/L)
en las cepas productoras de BLEE. Otros antibioticos como co-
trimoxazol o quinolonas, como puede observarse a la vista de
nuestros resultados y los de otros estudios, suelen ser frecuen-
temente inactivos frente a este tipo de cepas®.

Desde un punto de vista microbiologico, es necesario esta-
blecer criterios que permitan detectar e informar la produccion
de AmpC. En sintonia con los resultados expuestos por otros
autores®2, |a resistencia conjunta de amoxicilina-clavulanico
y cefotaxima y/o cefoxitina es un indicador fiable de la presen-
cia de AmpC plasmidica en P. mirabilis.

Actualmente se conocen diferentes familias de genes pro-
ductores de enzimas de tipo AmpC (CMY, FOX, ACC, LAT, MIR,
ACT, MOX, DHA) siendo la mas frecuente en P. mirabilis CMY/
LAT?. En nuestro caso, todos los aislamientos menos 2 am-
plificaron con los iniciadores especificos del grupo LAT1 a 4/
CMY-2 a 7, BIL-1. Dos de los aislamientos (cepas 307 y 337)
no amplificaron en la PCR multiple, pero se demostrd que eran
portadoras del gen CMY-2 mediante PCR e hibridacion espe-
cifica. Este evento, ya constatado por otros autores® sugiere
que la variabilidad genética de AmpC contintia aumentando.
En nuestro caso, podria haber afectado a las zonas reconocidas
por los iniciadores de la PCR.

La diseminacion de este tipo de cepas con resistencia mul-
tiple es un tema preocupante desde un punto de vista clinico,
ya que restringe enormemente los antibioticos utiles obligando
a tratar con antibioticos de amplio espectro cuyo uso debe-
ria reservarse lo maximo posible. Con fines de prevencion y
control es necesario conocer las relaciones genéticas de estos
asilamientos diferenciando entre la diseminacion de un clon,
ya descrita por otros autores? o del mecanismo de resistencia.

La elevada presion asistencial en muchos de los labo-
ratorios de microbiologia clinica dificulta, en ocasiones, la
incorporacion de los estudios epidemioldgicos en la rutina
diaria. Por esta razdn, las técnicas de tipificacion molecu-
lar poco laboriosas y no excesivamente caras, pueden fa-
vorecer la realizacion de este tipo de estudios dentro de la
actividad ordinaria del laboratorio. Rep-PCR automatizada
(Sistema DiversiLab) y MALDI-TOF MS son dos tecnologias
de reciente incorporacion al mercado que podrian cumplir
tales expectativas. Dado que analizan distintos aspectos
de la bacteria (genotipo y fenotipo), consideramos que la
comparacion de los resultados obtenidos con ambas técni-
cas es una cuestion interesante.

Los resultados con rep-PCR automatizada demuestran
gran variabilidad genética tanto entre las cepas nosocomiales
como entre las comunitarias. Aunque el analisis por Diver-
siLab tiende a organizar las cepas de origen comunitario en
grupos distintos a las nosocomiales, no puede decirse que se
observen patrones comunitarios y nososcomiales definitorios
de cada uno de estos grupos. Esta situacion es razonable te-

niendo en cuenta que muchos pacientes de origen comuni-
tario son ancianos, en muchos casos, sometidos a cuidados
asociados a instituciones sanitarias y posibles ingresos hos-
pitalarios previos.

La técnica MALDI TOF MS permite la identificacion rapida
de bacteriasy estd siendo objeto de estudio en lo que se refie-
re a su capacidad para discriminar entre cepas estrechamente
relacionadas en Enterobacteriaceae’™. Al igual que los resul-
tados observados con rep-PCR, presenta gran diversidad entre
los distintos aislamientos no pudiendo establecerse patrones
diferenciales entre cepas de origen nososcomial o comunitario.

Puesto que se ha analizado un nimero pequefio de cepas,
no podemos extraer conclusiones firmes sobre la concordancia
entre rep-PCR automatizada y MALDI-TOF para la tipificacion
molecular de P. mirabilis. No obstante, ambos métodos han
demostrado una sensibilidad similar a la hora de discriminar la
variabilidad existente entre las cepas estudiadas.

En conclusion, P. mirabilis con resistencia multiple debida
a la produccion de AmpC adquirida es un patdégeno emergente
tanto en el medio hospitalario como en la comunidad asocia-
do, frecuentemente, a pacientes ancianos. Dada la variabili-
dad genética de las cepas estudiadas en este trabajo, es poco
probable que la dispersion de este mecanismo de resistencia
haya sido de tipo clonal. Tanto rep-PCR automatizada (siste-
ma DiversiLab) como MALDI-TOF MS se presentan como dos
alternativas muy interesantes para la tipificacion molecular en
los laboratorios de microbiologia clinica dada su capacidad dis-
criminatoria y sus ventajas en relacion con el manejo y coste.
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