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Resumen

Pseudomonas aeruginosa, es considerado uno de los mas importantes gérmenes hospitala-
rios, siendo comun su aislamiento en pacientes hospitalizados, adicionalmente, este microorga-
nismo presenta una marcada multiresistencia, lo que incrementa la mortalidad. El tratamiento de
estos pacientes suele ser dificil, ya que ademas de su resistencia natural, Pseudomonas puede ad-
quirir mecanismos de resistencia para practicamente la totalidad de los antimicrobianos disponi-
bles para su tratamiento, por lo que cada vez es mas frecuente y necesario el empleo de antibiéticos
como los carbapenems, lo que facilita la adquisicion de mecanismos de resistencia a estas drogas.
El presente estudio intenta determinar la produccion de metalobetalactamasas (MBL) en aislados
clinicos de Pseudomonas aeruginosa, utilizando para ello dos métodos fenotipicos. Se utiliz6 el
método del doble disco (MDD) y el test de Hodge modificado (MHT). Se analizaron 726 aislados
clinicos de P. aeruginosa, el 20,11% (146) de estos fueron resistentes aimipenem (IPM) y merope-
nem (MEM), por lo que se les realizaron los dos métodos fenotipicos, de los 146 aislados resisten-
tes a carbapenems, 139 fueron positivas para el MDD, mientras que 144 lo fueron parael MHT, es-
tos dos métodos permitieron confirmar la presencia de una carbapenemasa tipo MBL en el 98,63%
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de los aislados de P. aeruginosa, por otra parte, cinco aislados no fueron positivos para el MDD
pero si para el MHT, lo que indicaria la presencia de carbapenemasas no MBL en estos aislado,
también se obtienen 2 aislados que a pesar de ser IPM y MEM resistentes fueron negativos por los
dos métodos fenotipicos utilizados, esto indicaria la presencia de un mecanismo de resistencia no
enzimatico que confiere resistencia a carbapenems. La utilizacion de métodos fenotipicos para la
deteccion de MBL en aislados de P. aeruginosa es una opcion bastante aceptable para utilizar en
laboratorios de rutina donde pruebas especializadas de biologia molecular no estan disponibles.
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Abstract

Pseudomonas aeruginosa is considered one of the most important hospital germs; its isola-
tion is common in hospitalized patients. In addition, this microorganism has a marked multi-
resistance, which increases mortality. Treatment of these patients is often difficult, since in addi-
tion to its natural resistance, Pseudomonas can obtain resistance mechanisms to virtually all anti-
microbial drugs available for its treatment; due to this, its appearance is increasingly frequent and
necessitates the use of antibiotics such as carbapenems, which facilitates the acquisition of resis-
tance mechanisms to these drugs. This study attempts to determine the production of metallo-
beta-lactamase (MBL) in clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa, utilizing two phenotypic
methods: the double disc method (MDD) and the modified Hodge test (MHT). 726 clinical isolates
of P. aeruginosa were analyzed; 20.11% (146) of these were resistant to imipenem (IPM) and
meropenem (MEM); 139 were positive for the MDD, while 144 were positive for the MHT. These
two methods permitted confirming the presence of an MBL-type carbapenemase in 98.63% of P.
aeruginosa isolates; five isolates were negative for the MDD but positive for the MHT, indicating
the presence of non-MBL-type carbapenemase in these isolates. Also, 2 isolates were obtained
that, despite being resistant to IPM and MEM, were negative according to the two phenotypic
methods used; this would indicate the presence of a non-enzymatic resistance mechanism confer-
ring resistance to carbapenems. The use of phenotypic methods for detecting MBL in P. aerugi-
nosa isolates is quite an acceptable option for use in routine laboratories where specialized mo-
lecular biology tests are not available.
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Introduccion

Pseudomonas aeruginosa, es conside-
rado un patdégeno nosocomial que ha emergi-
do como uno de los mas importantes gérme-
nes hospitalarios, siendo comun su aisla-
miento en pacientes de unidades de cuidados
intensivos (UCI), en quienes ademas presen-
ta una marcada multiresistencia, incremen-
tando la mortalidad asociada (1). El trata-
miento de las infecciones causadas por este
agente suele ser dificil, ya que ademas de su

amplia resistencia natural producida princi-
palmente por la baja permeabilidad de su
membrana externa, también puede adquirir
mecanismos de resistencia para practica-
mente la totalidad de los antimicrobianos
disponibles para su tratamiento (2, 3).En
respuesta a esto, es cada vez mas frecuente y
necesario el empleo de antibi6ticos de amplio
espectro como los carbapenems en las insti-
tuciones hospitalarias, lo que facilita la ad-
quisicion de mecanismos de resistencia, ya
gue se ha demostrado que la administracién
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de estas drogas es uno de los principales fac-
tores de riesgo para el desarrollo de resisten-
cia (4).

En el estudio SENTRY para Latinoamé-
rica, P. aeruginosa ocupo el tercer puesto en-
tre los agentes patogenos aislados con mayor
frecuencia, luego de los aislamientos reporta-
dos de S. aureusy E. coli (5). A nivel local, el
Programa Venezolano de Vigilancia de la Re-
sistencia Bacteriana a los Antimicrobianos
(PROVENRA), reporta un 8% de aislamien-
tos de cepas de P. aeruginosa, a partir de
muestras clinicas en Venezuela, es decir un
tercer lugar en frecuencia de aislamiento al
igual que el estudio SENTRY (6). Por otra
parte, el Boletin de Etiologia y Resistencia
Bacteriana del Centro de Referencia Bacte-
riolégica del Servicio Auténomo Hospital
Universitario de Maracaibo, ubica a P. aeru-
ginosa en el quinto lugar de frecuencia de
aislamientos con un 7,63% (7). Estos datos
demuestran el importante papel que desem-
pefia este microorganismo como patdégeno
dentro de nuestras instituciones de salud.

Los mecanismos mas frecuentemente
implicados en la resistencia a carbapenems
en Pseudomonas aeruginosa son la disminu-
cion de la permeabilidad del antibidtico a tra-
vés de la membrana externa debido al decre-
mento en la expresion de porinas; disminu-
cion de la concentracion intracelular del anti-
biético mediada por la presencia de bombas
de eflujo; y modificacién e inactivacion del
antibi6tico por hidrdlisis mediada por enzi-
mas (8). En relacién a los mecanismos enzi-
maticos, las dos betalactamasas (BL) que con
mayor frecuencia pueden llevar a resistencia
a los carbapenems son las del grupo AmpCy
las carbapenemasas del tipo metalo-beta-lac-
tamasas (MBL) (8, 9). Las BL tipo AmpC pre-
sentan baja afinidad por los carbapenems;
sin embargo, cuando la enzima se produce en
exceso Y la bacteria altera sus porinas (espe-
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cialmente OprD), la baja cantidad del anti-
bidtico presente en el espacio periplasmico
permite que la enzima lo hidrolice, lo que fa-
vorece la expresion de resistencia a los carba-
penems. Por otra parte, las MBLs se caracte-
rizan por producir resistencia a todos los BL,
incluyendo los carbapenems, pero presentan
susceptibilidad variable al aztreonam, las
MBL se transfieren facilmente entre diferen-
tes microrganismos, ya que se encuentran
ubicadas en genes cassetes, localizados prin-
cipalmente en integrones tipo 1, asi como en
plasmidos o transposones (10-13).

De estos mecanismos, el que merece es-
pecial atencién es la produccién de MBL, ya
gue confiere resistencia a un amplio rango de
agentes antimicrobianos, se disemina rapi-
damente dentro de instituciones hospitala-
rias y aumenta significativamente las tasas
de morbilidad, por lo que este trabajo se pro-
pone determinar la incidencia de aislados cli-
nicos de P. aeruginosa productores de MBL,
utilizando para ello el método del disco con
un agente quelante como el acido etilendia-
mintetraacético (EDTA)/acido tioglicélico
(SMA) vy el test de Hodge modificado para
confirmar la presencia de este mecanismo de
resistencia enzimatico.

Materiales y métodos

La poblacién estudiada estuvo confor-
mada por 726 aislados clinicos de P. aerugi-
nosa obtenidas a partir de los cultivos de ruti-
na practicados con fines diagndsticos a los
pacientes que asisten al Centro de Referencia
Bacteriol6gica del Servicio Auténomo Hospi-
tal Universitario de Maracaibo (CRB-
SAHUM). Se estudiaron cepas aisladas de
pacientes hospitalizados de ambos sexos, y
cualquier edad.

El aislamiento de las cepas de P. aerugi-
nosa a partir de las diferentes muestras clini-
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cas fue realizado por el personal del CRB-
SAHUM, para ello utilizaron las técnicas de
aislamiento convencionales descritas en el
Manual de Microbiologia Clinica (14; 15),
para la identificacién se utilizé el equipo au-
tomatizados VITEK 2C (Biomerieux®) y las
tarjetas de identificacion para Gram negati-
vos GN; estas tarjetas permiten la identifica-
cion de la mayor parte de los bacilos Gram
negativos de interés clinico (incluyendo es-
pecies de Pseudomonas), en un tiempo maxi-
mo de 7 horas.

Una vez identificada la cepa como Pseu-
domonas aeruginosa, se procedid a determi-
nar la susceptibilidad a imipenem (IPM) y
meropenem (MER) utilizando el método de
difusion del disco (16), para ello se prepar6
una suspension ajustada al patron 0,5 de
McFarland (1-2x108 UFC/mL) del microorga-
nismos en estudio y se inoculo, con un hisopo
de algodén, la superficie de una placa de agar
Mdueller-Hinton (MH) a manera de césped
para obtener un crecimiento confluente, luego
se coloco en la superficie del agar un disco de
IPM y MEM de 10 pg cada uno. El medio de
cultivo se incub6 a 35+2°C de 18 a 24 horas
antes de realizar la lectura de los resultados.
Para la interpretacion de la prueba de suscep-
tibilidad a IPM y MER se utilizaron los crite-
rios del Clinical and Laboratory Standard Ins-
titute(CLSI) (17), considerandose susceptible
un tamario de la zona de inhibicién = 23 mm,
intermedio de 20 a 22 mm y resistentes < 19
mm para ambos antimicrobianos.

Una vez determinada la susceptibilidad
a IPMy MEM se utilizé el método fenotipico
del doble disco (MDD) con EDTA/SMA
(750/300 pg) para determinar si la resisten-
cia a carbapenems era debido a la presencia
de unaenzimadel tipo MBL. Este método fue
descrito por Arawakay cols. (18), y se basa en
gue las MBL necesitan como cofactor en la
reaccion iones metélicos como el Zn*2, el
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EDTA es un agente quelante que posee la ca-
pacidad de atrapar estos iones metélicos y
por consiguiente inhibir la accion de la enzi-
ma, por lo que en esta prueba se utiliza el
EDTA/SMA como inhibidor de MBL, mien-
tras que, otras carbapenemasas (KPC, OXA,
SME, NDM, etc.), la presencia de mecanis-
mos de hiperproduccion de AMP-C, imper-
meabilidad y eflujo, no son inhibidas por el
EDTA. Para realizar la prueba se utiliza una
placa de agar Mueller-Hinton (MH), esta pla-
ca es sembrada con un inéculo estandarizado
(0,5 McFarland), luego se coloco un disco de
papel Whatman N° 6 con un didmetro de
9mm en la placa y se impregndé con 10ul de
EDTA/SMA, posteriormente se colocaron a
cada lado del disco de EDTA/SMA un disco
de IPM y MEM a unadistancia de 15 mm cen-
tro-centro. Una vez colocados los discos, se
incub6 la placa en atmosfera aerdbica a
35+2°C de 18 a 24h. Después de la incuba-
cion se procede a realizar la lectura de la
prueba, esta se considera positiva cuando se
observa una ampliacion o distorsion (efecto
sinérgico) entre los discos de imipenem y me-
ropenem con el disco de EDTA/SMA. Esta
prueba tiene el inconveniente de producir un
15% de falsos positivos, por lo que se realiz
la confirmacién con el Test de Hodge Modifi-
cado (MHT).

El Test de Hodge fue descrito inicial-
mente por Hodgey cols. (19), para detectar la
presencia de penicilinasas en cepas de
Neisseria gonorrhoeae, este método detecta
la presencia de una enzima inactivadora de
antibidticos en la cepa estudiada, la especifi-
cidad del método para distinguir distintos ti-
pos de betalactamasas esta dada por el anti-
biotico que se utilice. Lee y cols. (20), modifi-
caron el método original cambiando el mi-
croorganismo indicador y el antibiotico pro-
bado, haciendo que la prueba sea bastante
sensible para la deteccién de MBL.
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Para realizar la prueba, se inocul6 la su-
perficie de una placa de agar MH, con una
suspension de colonias de un cultivo joven de
Escherichia coli ATCC 25922, ajustada al es-
tandar 0,5 de la escala de McFarland. Se dej6
secar por tres minutos la superficie de la pla-
cay se coloco un disco de IPM en el centro de
la placa, posteriormente, se realizé una estria
desde el borde del disco hacia la periferia de
la placa para cada cepa de P. aeruginosa Sos-
pechosa de la produccion de MBL, se pueden
colocar méximo cuatros aislados en placas de
Petri de 90 mm. Las placas se incubaron en
atmosfera aerobia por 18-24 h a 35°C. La pre-
sencia de una zona de distorsion del halo de
inhibicion alrededor de la estria del microor-
ganismo probado seréa interpretada como po-
sitiva para la produccion de MBL por el mé-
todo de Hodge modificado. Para el control de
calidad de la prueba del doble disco como
para el Test de Hodge modificado, se utilizd
un control positivo (P. aeruginosa CRB
3256-08) y un control negativo (P. aerugino-
sa ATCC 27853).

Resultados

De los 726 aislados clinicos de P. aeru-
ginosa probados en esta investigacion, solo

146 (20,11%) mostraron resistencia a los car-
bapenems (IPMy MEM) mediante el método
del disco, lo que sugiere probablemente la
presencia de unaenzima carbapenemasatipo
metalobetalactamasa.

Al realizar el MDD con EDTA/SMA, 139
(95,21%) cepas mostraron efecto sinérgico
entre este disco y el de IPM o MEM (Figu-
ral), loque sugiere la presencia de una meta-
lobetalactamasa, sin embargo, este método
posee de un 10 a un 15% de resultados falsos
positivos debido a que el EDTA es capaz de
solubilizar la membrana externa de especies
de Pseudomonas, por lo que se debe confir-
mar un resultado positivo. A los 146 aislados
clinicos de P. aeruginosa, se les realizo tam-
bién el MHT, dando positivo en 144 (98,63%)
de las cepas (Figura 2). La Tabla 1 resume los
resultados del DDy HMT.

Discusion

Al comparar los resultados de ambos
métodos se puede concluir que de los 726 ais-
lados clinicos de P. aeruginosa, el 20,11% es
resistente a los carbapenems, probablemente
por un mecanismo enzimatico (produccién
de MBL). Un estudio realizado por Crespo y
col. (21) en Cali, Colombia indica que para el

Figura 1. Método del doble disco, donde se observa el efecto sinérgico entre el disco de
EDTA/SMA (centro) e imipenem (derecha).
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Figura 2. Test de Hodge Modificado.

Tabla 1. Resultados del método del doble
disco y Hodge Modificado en 146
aislados de Pseudomonas aerugi-
nosa resistentes a IMP y MEM.

Test de Hodge Disco EDTA/SMA

(+) )
+) 139 5
) 0 2

afo 1996, la presencia de cepas de P. aerugi-
nosa productoras de MBL era del 2%, para el
ano 1997 del 28% y para el afio 2003 era su-
perior al 40%, estos resultados son superio-
res a los obtenidos en esta investigacion. Por
otra parte, Castanheiray col. (22) en la India,
reportan un 35,5% de cepas de Pseudomonas
spp. con susceptibilidad disminuida a IPM y
MEM, las que después confirman como pro-
ductoras de MBL mediante reaccion en cade-
na de la polimerasa; mientras que Yan y col.
(23) en Taiwan, reportan un 10% de cepas de
Pseudomonas spp. productoras de MBL, va-
lor inferior al obtenido en nuestro estudio.
Estos resultados indican que la incidencia de
MBL en aislados clinicos de Pseudomonas
esta estrechamente relacionada con la ubica-
cion geogréfica, por lo que es imperativo rea-
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lizar estudios que permitan determinar la in-
cidencia local de este mecanismo de resisten-
cia en nuestras instituciones de salud.

El 95,21% de los aislados de P. aerugi-
nosa resistentes a IPMy MEM, por el método
del disco, fueron positivos en el MDD utili-
zando una mezcla EDTA/SMA como agente
inhibidor, esto sugiere la presencia de un me-
canismo de resistencia enziméatico muy pro-
bablemente produccion de MBL. Galani y
col. (24) reportan un 99% de sensibilidad y
un 91,9% para la deteccién de MBL, por lo
gue lo recomiendan como método de rutina
para la deteccion de cepas productoras de
MBL. Por otra parte Guevara y col. (25), en
Venezuela también reporta una buena espe-
cificidad y especificidad (superior al 95%),
utilizando discos de IPM con EDTA/SMA.
Lee y col. (26), reportan una sensibilidad y
especificidad del 100% para el método del
doble disco con IPM/EDTA.

Por otra parte, el 98,67% de las cepas de
P. aeruginosa estudiadas dieron positivo el
MHT, este valor es superior al detectado por
el método del doble disco (95,21%), debido
principalmente a que el MHT detecta la pre-
sencia de cualquier mecanismo enzimatico
de resistencia, mientras que el MDD solo de-
tecta la presencia de MBL. En el MTH, la es-
pecificidad del método esté dada por el anti-
biotico utilizado como sustrato en la prueba,
en este caso IPM, por lo que el método detec-
ta la presencia de enzimas que hidrolizan a
los carbapemens, es decir, carbapenemasas;
en nuestro medio, la resistencia a carbape-
nems en Pseudomonas spp. se debe princi-
palmente a la produccion de MBL, sin em-
bargo existen otras carbapenemasas no MBL
gue pueden conferir resistencia a los carba-
penems como por ejemplo KPC, SME vy
NDM-1 entre otras, estos mecanismos enzi-
maticos de resistencia pueden ser detectados
por el MHT pero no por el MDD, lo que expli-

Kasmera402): 113-121,2012



Deteccion fenotipica de metalobetalactamasas en aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa 119

ca la diferencia existente entre los dos méto-
dos.

Al analizar los resultados de la Tabla 1,
se observa que existe una buena correlacion
entre el MDD y el MHT, sin embargo, se ob-
serva que 5 aislados fueron positivos para el
MTH y negativos para el MDD, esto puede
ser debido a la presencia de otras carbapene-
masas no MBL. Por otra parte se observa que
2 aislados resistentes a IPM y MEM por el
meétodo del disco fueron negativos por el
MDD y el MTH, esto probablemente indica-
ria la presencia de un mecanismo de resisten-
cia no enzimatico, posiblemente producido
por un sistema de eflujo (27-29) o por la pér-
dida de porinas especificas a nivel de lamem-
brana externa (28-30), que impiden la entra-
da del antibiotico al interior de la bacteria.

Diferentes autores recomiendan el
MDD y el MTH para la deteccion de MBL en
aislados de Pseudomonas spp. (20, 25, 26,
29), este estudio demuestra que estos méto-
dos son una buena recomendacion para labo-
ratorios de rutina donde métodos molecula-
res no estan disponibles (29, 31). La utiliza-
cion de ambos métodos permite detectar de
manera adecuada la produccion de MBL en
aislados de Pseudomonas spp., incluso per-
mite la deteccidon de carbapenemasas no
MBL en estas cepas, lo que resulta atil en el
laboratorio para dirigir de manera 6ptima la
terapéutica aplicada a los pacientes, asi
como, la activacion rapida de los programas
de control de infecciones nosocomiales, para
de esta manera evitar la diseminacion de la
resistencia.
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