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Resumen

Pseudomonas aeruginosa es considerado uno de los patégenos nosocomiales mas importan-
tes, siendo comun su aislamiento en pacientes de unidades de cuidados intensivos, en quienes ade-
mas suele presentar multirresistencia, esto limita enormemente las opciones terapéuticas para el
tratamiento del paciente, lo que constituye un problema ya que no se disponen de drogas efectivas
para el tratamiento. El presente trabajo tiene como objetivo evaluar cuatro métodos fenotipicos
para la deteccion de metalo-beta-lactamasas (método de sinergia del doble disco con EDTA, méto-
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do del disco combinado de imipenem y meropenem con EDTA, método de E-Test-MBLy el méto-
do de Hodge modificado), con un método de referencia (PCR), para determinar el método fenoti-
pico o combinacion de estos que sea mas valido y seguro para su implementacién en los laborato-
rios de bacteriologia de rutina. La sensibilidad y especificidad de los métodos fenotipicos emplea-
dos fue buena (méas de 90%), de los métodos empleados, el test de Hodge modificado fue el que
proporcion6 mejores resultados en la deteccion de aislados de P. aeruginosa productores de MBL
(menor tasa de falsos positivos y negativos), al analizar los diferentes métodos combinados para
determinar cul es la asociacién con mayor sensibilidad y especificidad, el método del doble disco
asociado con el test de Hodge modificado reunieron estas caracteristicas, estos resultados sugieren
que estos dos métodos se deben emplear de rutina en un laboratorio de Bacteriologia, por ser faci-
les de realizar, econ6micos, sensibles y especificos.

Palabras clave: P. aeruginosa, metalo-beta-lactamasas, deteccion, MBL, blamvp, blaviu.

Abstract

Pseudomonas aeruginosa is considered one of the most important nosocomial pathogens. Its
isolation is commonin intensive care unit patients who also usually have multi-resistance. This
greatly limits therapeutic options, since no effective drugs are available for treatment. The study
aims to evaluate four phenotypic methods for detecting metallo-beta-lactamases. The double disc
synergy with EDTA method, combined imipenem and meropenem disk with EDTA method, the
E-Test-MBL method and the modified Hodge method, along with a reference method (PCR), are
used to determine the phenotypic method or a combination of these is used that is more valid and
safe for implementation in routine bacteriology laboratories. The sensitivity and specificity of the
phenotypic methods used was good (over 90%); the modified Hodge test obtained the best results
in detecting MBL-producing P. aeruginosa isolates (lower rate of false positive and negative). On
analyzing the different combined methods for determining the association with greater sensitivity
and specificity, the double disc method associated with the modified Hodge test met these charac-
teristics. Results suggest that these two methods should be routinely used in a bacteriology labora-
tory, since they are easy to perform, sensitive, specific and economical.

Key words: P. aeruginosa, metalo-beta-lactamase, detection, MBL, blamup, blaviu.

Introduccion

Pseudomonas aeruginosa es un micro-
organismo que ha sido aislado de multiples
ambientes y superficies, asi como de indivi-
duos sanos como parte de la microflora nor-
mal (1, 2). Es considerado un patogeno pri-
mariamente nosocomial, siendo comin su
aislamiento en pacientes de Unidades de Cui-
dados Intensivos, en quienes ademas presen-
ta una marcada multiresistencia, que incre-
menta la mortalidad asociada (2-4).

Su papel ecoldgico como eficaz patoge-
no oportunista radica en la supervivencia du-
rante largos periodos de tiempo en fomites
con escasas fuentes alimenticias como aires
acondicionados, ventiladores, soluciones de
limpieza, jabones liquidos, agua, antisépticos
y equipos médicos como fibrobroncoscopios
(5, 6). Estos minimos requerimientos nutri-
cionales, se complementan con una alta re-
sistencia intrinseca a los agentes antimicro-
bianos, esta se debe a la baja permeabilidad
de su membrana externa, acoplada con me-
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canismos de resistencia secundarios como
bombas de eflujo activo de antibiéticos y ce-
falosporinasas inducibles, los cuales toman
ventaja de esta baja permeabilidad, por lo
que, pequefios cambios en la susceptibilidad
a un antibiotico pueden resultar en un incre-
mento de la Concentraciéon Inhibitoria Mini-
ma (CIM) de la droga a un nivel superior al
alcanzado de manera terapéutica, lo que re-
sulta en la resistencia del microorganismo a
ese antibi6tico (7).

El tratamiento de las infecciones causa-
das por este agente suele ser dificil, ya que
ademas de su amplia resistencia natural, P.
aeruginosa puede adquirir mecanismos de
resistencia para practicamente la totalidad de
los antimicrobianos disponibles para su trata-
miento (8, 9). En respuesta a esto, es cada vez
mas frecuente y necesario en las instituciones
hospitalarias el empleo de los carbapenemas,
lo que ha complicado atiin més el panorama,
ya que, el uso de estos antimicrobianos trae
consigo la seleccién de resistencia, debido a la
produccién de enzimas carbapenemasas (10,
11), por lo que en la actualidad ha aumentado
el namero de cepas de P. aeruginosa produc-
toras de estas enzimas, lo que deja practica-
mente al paciente sin opciones terapéuticas,
ya que la presencia de este mecanismo de re-
sistencia inhabilita el uso de todos los antibi6-
ticos del grupo de los betalactamicos.

Las MBL de P. aeruginosa representan
varios grupos: IMP, VIM, SPM, GIM y SIM;
de ellos los de mayor importancia son IMP y
VIM (12, 13). Estas MBL son transferibles
puesto que su gran mayoria se encuentran en
genes cassettes localizados principalmente
en integrones tipo 1y, en algunas ocasiones,
se han encontrado en plasmidos o transposo-
nes. De esta manera se asocian a otros genes
de resistencia ubicados en los mismos genes
casetes lo cual les confiere a las cepas porta-
doras, resistencia a multiples antibi6ticos.
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Las MBLs se caracterizan por generar
resistencia a los betalactamicos (oximino ce-
falosporinas, cefamicinas, carbapenemas), y
por presentar sensibilidad variable al aztreo-
nam. Actualmente, Las MBL estan amplia-
mente diseminadas en una gran variedad de
especies, aunque se hallan mas comtinmente
en P. aeruginosa y A. baumannii, siendo de-
tectadas en los paises de los 5 continentes (3,
13, 14).

Para la deteccion de metalo-betalacta-
masas (MBL) en cepas de P. aeruginosa el
método de referencia lo constituye la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), esta prueba
es capaz de detectar los genes responsables de
este mecanismo de resistencia, sin embargo,
la mayoria de los laboratorios de bacteriologia
clinica de rutina no poseen la capacidad para
realizar estas pruebas moleculares. Existen
pocos métodos fenotipicos para la deteccion
de MBL en cepas de P. aeruginosa (15), adi-
cionalmente se conoce poco acerca de la sensi-
bilidad y especificidad de estos, por lo que este
estudio pretende probar los diferentes méto-
dos fenotipicos disponibles y compararlos con
la prueba de referencia (PCR), para determi-
nar cual de los métodos, o combinaciéon de
métodos, pueden utilizarse de manera segura
y efectiva en un laboratorio de bacteriologia
de rutina, permitiendo entonces la deteccién
de este importante mecanismo de resistencia,
lo que repercutira directamente en el benefi-
cio del paciente y la comunidad.

Materiales y Métodos

En este estudio se analizaron 294 cepas
de P. aeruginosa aisladas de los cultivos de
rutina practicados con fines diagndsticos a
los pacientes que asisten al Centro de Refe-
rencia Bacterioldgica del Servicio Autébnomo
Hospital Universitario de Maracaibo (CRB-
SAHUM).
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Aislamiento e Identificaciéon de ce-
pas de P. aeruginosa

El aislamiento e identificacion de las ce-
pas de P. aeruginosa a partir de las diferentes
muestras clinicas fue realizado por el perso-
nal del CRB-SAHUM, para ello se utilizaron
las técnicas de aislamiento convencionales
descritas en el Manual de Microbiologia Cli-
nica (16), para la identificacion se utilizo el
equipo automatizado VITEK 2C (Biome-
rieux®) y las tarjetas de identificacion para
Gram negativos GN; estas tarjetas permiten
la identificacion de la mayor parte de los ba-
cilos Gram negativos de interés clinico en un
tiempo méaximo de 77 horas.

Deteccion Fenotipica de la Pro-
ducciéon de MBL

En la actualidad, no existe estandariza-
cién ni consenso sobre el tipo de técnicas mas
eficaces para la deteccion fenotipica de las ce-
pas productoras de MBL, por lo que una vez
identificadas las cepas de P. aeruginosa, fue-
ron sometidas a cuatro pruebas fenotipicas
individuales para determinar la produccion
de MBL; método del doble disco con EDTA
(DD), método del disco combinado con
EDTA (DC), método de E-Test MBL (ET) y el
test de Hodge modificado (HM).

Deteccion de MBL por el Método
del Doble Disco con EDTA (DD)

Este método fue descrito por Arawaka y
cols. (15), y se basa en que las MBL necesitan
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como cofactor en la reaccion iones metalicos
como el Zn+2, el EDTA es un agente quelante
que posee la capacidad de atrapar estos iones
metéalicos y por consiguiente de inhibir la ac-
cion de la enzima, por lo que en esta prueba se
utiliza el EDTA como inhibidor de MBL. La
prueba se realiz6 utilizando una placa de agar
Miieller-Hinton (MH), esta placa es sembrada
con un inoéculo estandarizado (0,5 McFar-
land) y se colocaron los discos de antibioticos,
en este caso se coloco un disco de papel What-
man N° 6 con un didmetro de 6mm en la placa
y se impregnd con 1oul de EDTA (o,5M pH
8,0), para obtener una concentracion final en
el disco de 750ug/ml de EDTA, luego se coloco
acadalado del disco de EDTA un disco de imi-
penem y meropenem respectivamente, a una
distancia de 15 mm centro-centro, se incub6 a
35°C de 18 a 24 horas en aerobiosis, luego de
la incubacion, se realizo la lectura de la prue-
ba, esta se considero positiva cuando se obser-
v6 una ampliacion o distorsion (efecto sinérgi-
co) entre los discos de imipenem y merope-
nem y el disco de EDTA (Figura 1).
Deteccion de MBL por el Método
del Disco Combinado con EDTA (DC)
Este método fue descrito inicialmente
por Yong y cols. (17), se basa también en la
capacidad del EDTA de inhibir a las MBL,
pero a diferencia del método del doble disco,
en este se utiliza un disco de antibi6tico que
adicionalmente posee EDTA (750ug). Para

Figura 1. Prueba del doble disco positiva para la deteccion de MBL.
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esta prueba se inocul6 una placa de agar MH
con una suspension estandarizada del micro-
organismo (como se realizé en el método an-
terior), luego se colocaron dos discos de imi-
penem (10ug), a uno de los discos se le colo-
caron 10ul de EDTA, posteriormente se incu-
b6 a35°Cde 18 a 24h, paralalectura, se com-
pararon los tamafios de los halos de inhibi-
cion entre los discos de imipenem e imipe-
nem/EDTA, si la diferencia de tamafo entre
el disco de imipenem y el disco de imipe-
nem/EDTA result6 7mm, se considero la
prueba positiva, es decir, la cepa es producto-
ra de MBL (Figura 2).

Deteccion de MBL por el Método
E-test-MBL®

El método E-Test-MBL fue descrito y
evaluado por Walsh y cols. (18), también se
basa en la capacidad del EDTA como agente
inhibidor de MBL. Este método utiliza tiras
de material plastico no poroso, impregnadas
con dos gradientes predefinidos, de un lado
contiene imipenem en concentraciones que
van de 4-256ug/ml, mientras que del otro po-
see una combinaciéon de imipenem en con-
centraciones que van desde 1-64ug/ml, ade-
mas de niveles constantes de EDTA. Al igual
que en los métodos anteriores se prepar6 una
suspension bacteriana y se inocul6 la superfi-
cie de una placa de agar de MH, seguidamen-

te, se coloco la tira de E-test_ MBL con ayuda
de una pinza estéril, se incub6 a 35°C, en ae-
robiosis, por 18-24h, para la lectura de la
prueba, se tomo en cuenta el punto donde la
zona de inhibicién corta la escala numérica
de la tira de E-test, lo que corresponde a la
CIM. Para la interpretacion de los resultados,
se calculd la razén de dividir la CIM de IPM
entre la CIM obtenida por IPM/EDTA, si esta
razon es 38, o si la diferencia de las CIM es
=3 diluciones, la prueba se consider6 positi-
va (Figura 3).

Test de Hodge Modificado para la
Detecciéon de MBL

Este método fue descrito inicialmente
por Hodge y cols. (19), para detectar la pre-
sencia de penicilinasas en cepas de Neisseria
gonorrhoeae, este método detecta la presen-
cia de una enzima inactivadora de antibi6ti-
cos en la cepa estudiada, la especificidad del
método para distinguir distintos tipos de be-
talactamasas esta dada por el antibi6tico que
se utilice. Lee y cols. (20), modificaron el mé-
todo original cambiando el microorganismo
indicador y el antibi6tico probado, haciendo
que la prueba sea bastante sensible para la
deteccion de MBL.

La prueba se realiz6 inoculando la super-
ficie de una placa de agar MH, con una sus-
pension de colonias de un cultivo dé joven Es-

Figura 2. Prueba del disco combinado con EDTA positiva para la deteccion de MBL.
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cherichia coli ATCC 25922, ajustada al estan-
dar 0,5 de la escala de McFarland, luego se co-
loc6 un disco de imipenem (10ug) en el centro
de la placa, posteriormente, se realiz6 una es-
tria desde el borde del disco hacia la periferia
de la placa para cada cepa de P. aeruginosa
sospechosa de la producciéon de carbapene-
masas, se colocod un maximo de cuatros aisla-
dos en placas de petri de gomm. Las placas se
incubaron en atmdsfera aerobia por 18-24h a
35°C. La presencia de una zona de distorsion
del halo de inhibicién alrededor de la estria
del microorganismo probado fue interpretada
como positiva para la produccion de MBL por
el método de Hodge modificado (Figura 4).
Para el control de calidad de los cuatro méto-
dos fenotipicos, se utilizo una cepa de P. aeru-
ginosa productora de MBL como control posi-
tivo (P. aeruginosa CRB 3256-08) y una no
productora de MBL como control negativo (P.
aeruginosa ATCC 27853).

Deteccion Genotipica de la Pro-
duccion de MBL

La técnica que se utilizé como estandar
de referencia para comparar la sensibilidad y
especificidad de los métodos fenotipicos fue
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Razon > 8 Prueba Positiva

Figura 3. Prueba de E-Test positiva para la deteccién de MBL.

la PCR. Esta prueba es altamente sensible y
especifica, detecta de manera directa la pre-
sencia de los genes productores de MBL y no
su expresion como lo hacen los métodos fe-
notipicos. De los diferentes genes que codifi-
can la produccion de MBL, solo se investiga-
ron blamp y blaviv, ya que estos son los que
codifican la mayor parte de las MBL reporta-
das en la literatura (3,10, 21-30).

La extraccion del ADN del microorga-
nismo se realiz6 utilizando un método de lisis
alcalina de extracciéon rapida (31), parala am-
plificacion de los genes blaviv Y blamve, se uti-
lizaron los primers oligonucle6tidos descri-
tos por Woodford y cols. (32). Se prepararon
50ul de mezcla de reaccion, conteniendo 1uM
de cada primer, 200 um de cada deoxinucleo-
tido trifosfato, Buffer de reaccién 1X, 1,5mM
de Mg-Cl, 2,5U de Go-Taq polimerasa (Pro-
mega), y 25 ng del ADN molde. La amplifica-
cién se realiz6 en un termociclador MJ-Re-
search PTC-100, se realiz6 una desnaturali-
zacion inicial a 94°C por 2 minutos, luego 30
ciclos de amplificacion de la siguiente mane-
ra: desnaturalizaciéon a 94°C por 1 minuto,
anillamiento a 55°C por 1 minuto y extension

Kasmera41(2): 115-126,2013
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Figura 4. Test de Hodge modificado.

Test de Hodge modificado (A) negativo; B, ¢ y D positivo.

del ADN a 72°C por 1,5 minutos, después del
ultimo ciclo los productos fueron conserva-
dos a 4°C. La deteccion de amplificados se
realizo mediante una electroforesis con gel de
agarosa al 1% en TBE 0,5x. Se corrid la elec-
troforesis con 80 voltios por 1 hora o hasta
que el frente de avance de las muestras llego
al final del gel, luego se tifi6 el gel con bromu-
ro de etidio (1ug/mL) durante 30 minutos.
Una vez tenido, para la deteccion de amplifi-
cados se visualiz6 sobre un transiluminador
ultravioleta. La reaccién de amplificacion
para blamp se considerd positiva al observar
una banda tnica de 587pb. La reaccion de
amplificacion para blaviy se considera positi-
va al observar una banda tinica de 261pb. La
sensibilidad y especificidad de los primers
fue evaluada con cepas controles que poseen
el mecanismo de resistencia plenamente
identificado, P. aeruginosa ATCC 27853
como control negativo no productor de MBL,

Kasmera 41(2): 115 - 126, 2013

P. aeruginosa CRB-55642-09 cepa produc-
tora de blaviv y P. aeruginosa CRB-25698-
09 cepa productora de blamvp.

Analisis Estadistico

Para la validacion de los métodos fenoti-
picos en comparacion al PCR se calcul6 la Sen-
sibilidad y Especificidad de cada método y de
los métodos combinados (33,34). Se utiliz6 un
intervalo de confianza del 95% para el calculo.

Resultados

Se analiz6 un total de 294 aislados clini-
cos de Pseudomonas aeruginosa. Del total
de cepas analizadas 104 fueron positivas me-
diante PCR para el gen blamp, ninguno de los
aislados amplifico con el gen blaviw.

La Tabla 1 muestra los resultados de los
métodos fenotipicos empleados con respecto
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a la prueba de PCR. La Tabla 2 muestra la
sensibilidad y especificidad de cada método
fenotipico al comparase con el PCR; mientras
que la Tabla 3 muestra la sensibilidad y espe-
cificidad de los diferentes métodos fenotipi-
cos combinados, al compararse con la técnica
de referencia.

Discusion

Al comparar los resultados de los méto-
dos utilizados se puede concluir que hubo
una alta concordancia entre los métodos fe-
notipicos empleados, ya que todos caracteri-
zaron de manera similar a los aislados de P.
aeruginosa como productores o no de MBL,
cuando se compara con el método de Refe-
rencia (PCR).

El 96,15% de los aislados de P. aerugi-
nosa confirmados como productores de MBL
por PCR fue detectado por el método del DD,
DCy ET, mientras que el 3,85% de las cepas
productoras de MBL fueron negativas por es-
tos métodos, por lo que se consideraron re-
sultados falso negativos. E1 HM detect6 el
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98,08% de las cepas productoras de MBL y
solo aport6 1,92% de resultados falsos negati-
vos (aislados PCR positivo HM negativo), por
lo que fue la prueba que obtuvo los mejores
resultados en la deteccion del mecanismo de
resistencia.

Por otra parte, 5,26% de los aislados ne-
gativos por PCR dieron positivos para los mé-
todos del DD y DC, mientras que solo 3,15%
resultaron positivos por los métodos de ET y
HM, por lo que estos resultados se conside-
ran falsos positivos. El desempeiio del ET y el
HM fue superior y gener6 una menor propor-
cion de resultados falsos positivos.

Galani y col. (35) reportan un 99% de
sensibilidad y un 91,9% para la deteccion de
MBL utilizando el método del DC, por lo que
lo recomiendan como método de rutina para
la deteccion de cepas productoras de MBL.
Por otra parte Guevara y col. (36), en Vene-
zuela también reportan una buena sensibili-
dad y especificidad (superior al 95%), utili-
zando discos de IPM con Acido Etilendia-
mintetracetico y Tioglicolato de Sodio
(EDTA/SMA). Mientras que Lee y col. (37),

Tabla 1. Resultados de los métodos fenotipicos comparado con el PCR

Resultado del Método Métodos Fenotipicos PCR
Fenotipico DD DC ET HM

Positivo 100 100 100 102 Positivo
Negativo 4 4 2

Positivo 10 10 6 6 Negativo
Negativo 180 180 184 184

Tabla 2. Sensibilidad y Especificidad de cada método fenotipico comparado con el PCR.

Métodos Fenotipicos

DD (95%IC) DC(95%IC) ET(95%IC) HM(95%IC)
Sensibilidad 96,15% 96,15% 96,15% 98,08%
(89,88%-98,76%)  (89,88%-98,76%)  (89,88%-98,76%)  (92,55%-99,67%
Especificidad 94,74% 94,74% 96,84% 96,84%

(90,26%-97,30%)

(90,26%-97,30%)

(92,94%-98,71%)  (92,94%-98,71%)

Kasmera41(2): 115-126,2013
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reportan una sensibilidad y especificidad del
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la sensibilidad y especificidad, se observa que é g %Q ) S & ) 2
la combinaciéon de los métodos DD+DC; i = ge 2@
DD+ET; DC+ET obtuvo una sensibilidad del < 0g 2 E wEs
96,15% y una especificidad del 94,74%, mien- 5 e s ° NG, CE%
tras que las combinaciones DD-HM; B 28 9 g € 3 S5
DC+HM; ET+HM; DD+DC+ET; DD+DC+ % - -
HM; DC+ET+HM; DD+DC+ ET+HM tienen « = _—g
una sensibilidad del 98,08% y una especifici- o i =
dad del 94,74% (Tabla 3). = E g
& ® &
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Diferentes autores recomiendan el DD y
el HM para la deteccion de MBL en aislados
de Pseudomonas spp. (20, 36, 37, 39), este
estudio demuestra que estos métodos son
una buena recomendacion para laboratorios
de rutina donde los métodos moleculares no
estan disponibles (39, 40). La utilizacion de
ambos métodos permite detectar de manera
adecuada la produccién de MBL en aislados
de Pseudomonas spp., incluso permite la de-
teccion de carbapenemasas no MBL en estas
cepas, lo que resulta 1til en el laboratorio
para dirigir de manera 6ptima la terapéutica
aplicada a los pacientes, asi como, la activa-
cion rapida de los programas de control de
infecciones nosocomiales, para de esta ma-
nera evitar la diseminacion de la resistencia.
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