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Evaluacion de métodos fenotipicos para la deteccion de cepas de
Pseudomonas aeruginosa productoras de metalo-p-lactamasas

Evaluation of phenotypic methods for the detection of strains of Pseudomonas
aeruginosa producing metallo-p-lactamases

Patricia C. Galloso, Maria Teresa Lezcano, Marina Quiroga

Resumen

A fin de comparar métodos fenotipicos sencillos para detectar metalo-g-lactamasas en laboratorios de poca
complejidad, estudiamos 15 aislamientos de Pseudomonas aeruginosa resistentes o con susceptibilidad disminuida
a carbapenemes, recuperadas de pacientes hospitalizados en centros de salud de Posadas entre abril 2007 y
marzo 2008.

Los métodos ensayados fueron el test de Hodge modificado, el ensayo de sinergia con doble disco (imipenem/
EDTA e IMP/ acido dipicolinico), el ensayo combinado con discos imipenem-EDTA, el ensayo microbiolégico EDTA/
imipenem, y la CIM a imipenem vs imipenem /EDTA.

La reduccion de la CIM a imipenem al adicionar EDTA se observd en 1/15 cepas estudiadas. Solo el método de
Hodge y el ensayo microbiolégico dieron resultados comparables a los obtenidos con la CIM.

Considerando nuestros resultados, sugerimos implementar al menos dos métodos, seleccionados segun las
capacidades técnicas del laboratorio, para investigar metalo-g-lactamasas, tanto en la practica clinica como con
fines de vigilancia.
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Abstract

With the aim to compare simple phenotypic methods for detecting metallo-B-lactamases in low complexity
laboratories, we studied 15 Pseudomonas aeruginosa strains resistant or with decreased susceptibilityto
carbapenems, collected from in-patients at health centers of Posadas between April 2007 and March 2008.

The methods tested were the modified Hodge test, the double disk synergy test (imipenem/EDTA and imipenem/
dipicolinic acid), the imipenem-EDTA combined disk test, the modified Hodge test, and the MIC of imipenem vs
imipenem/EDTA.

MIC reduction with imipenem/EDTA combination was observed in 1/15 strains studied. Only the modified Hodge
test and the modified Hodge test gave results comparable to the ones obtained with the MIC.

Considering our results, we suggest the implementation of at least two methods, selected according to the
technical capabilities of the laboratory, in order to investigate metallo-B-lactamases, both in clinical practice and
for surveillance purposes.

Key words: Phenotypic methods; Pseudomonas aeruginosa, metallo-B-lactamases.

Introduccion

Uno de los mecanismos de resistencia a los antibidticos
B-lactamicos que presentan las bacterias, es la capacidad de
producir enzimas denominadas -lactamasas [1].

Entre los B-lactamicos, los carbapenemes (imipenem,
meropenem, ertapenem, diapenem, entre otros) son anti-
bidticos de amplio espectro de actividad y se caracterizan
por su estabilidad frente a la hidrélisis de la mayoria de las
B-lactamasas [2].

Las primeras enzimas capaces de degradarlos, llamadas
carbapenemasas y codificadas cromosémicamente, fueron
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descriptas inicialmente en microorganismos de escasa
importancia clinica [3].

Las carbapenemasas pueden ser serino enzimas o
metalo-f-lactamasas (MBL), asi denominadas por reque-
rir la unién a un i6n metalico, usualmente zinc, para su
actividad catalitica.

Las primeras, al igual que otras serino enzimas,
pueden ser inhibidas por los inhibidores de B-lactamasas
clinicamente utiles, como sulbactama, acido clavulanico o
tazobactama [4]. Mientras que las MBL, tienen la particula-
ridad de no ser inhibidas por dichos inhibidores, por lo que
constituyen, en la actualidad, las carbapenemasas de mayor
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significacion clinica dada su capacidad de hidrolizar todos
los antibiodticos B-lactamicos, a excepcion de aztreonam.

Mundialmente las MBL con mayor prevalencia y
diseminacion son las carbapenemasas plasmidicas deno-
minadas IMP y VIM [5].

Existen, ademas, cepas regionales como las productoras
de MBL denominada SPM-1 descripta en América del
Sur [6].

En nuestro pais las primeras cepas productoras de MBL
fueron detectadas en el afio 2002 [7].

En la actualidad, se han informado nuevas MBL y su
diseminacion entre microorganismos relacionados e incluso
no relacionados [8, 9].

El aumento de la resistencia mediada por MBL se ha
observado particularmente en aislamientos de Pseudomo-
nas aeruginosa [10], importante patdgeno intrahospitalario
oportunista, que puede presentar multirresistencia a los
antibidticos.

La produccion de MBL esta incluida, actualmente,
entre los determinantes de resistencia de importancia
clinica creciente. Esto es, no solo por su amplia actividad
frente a los sustratos B-lactdmicos sino también por que
los genes que las codifican pueden residir en integrones
moviles favoreciendo su diseminacion y convirtiéndolas
en un problema de salud publica.

Es por ello que su monitoreo ha llegado a ser un obje-
tivo importante en la microbiologia clinica.

La rapida deteccion de bacterias productoras de MBL
es necesaria no solo para aumentar nuestro conocimiento
de la resistencia y asi poder controlar su diseminacion, sino
que, ademas, su reconocimiento temprano es critico para
un riguroso control de las infecciones.

Para la busqueda en el laboratorio de las enzimas
MBL han sido propuestos ensayos fenotipicos [8] basados
principalmente en la accioén de agentes quelantes como el
etilendiaminotretracético (EDTA), el 4cido dipicolinico
(ADP) o derivados del acido succinico, capaces de inte-
raccionar con el zinc necesario para la accion catalitica de
dichas enzimas.

Este estudio fue realizado con la finalidad de comparar
métodos fenotipicos, ya descriptos en la literatura, que
puedan ser aplicados en laboratorios de poca complejidad
para detectar la produccion de MBL en aislamientos cli-
nicos de P. aeruginosa, permitiendo el monitoreo en gran
escala de estos determinantes de resistencia emergentes
y colaborando asi con el control de la diseminacion de la
resistencia bacteriana.

Materiales y métodos

Cepas estudiadas

Aislamientos clinicos consecutivos y no repetitivos de
P aeruginosa provenientes de pacientes hospitalizados

en centros de salud de la ciudad de Posadas, recuperados
durante el periodo abril 2007—-marzo 2008.

Se incluyeron todos los aislamientos en los que se
observaba en el antibiograma por difusioén, utilizando
los criterios de sensibilidad del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) [11], resistencia a MER y/o
IMP, y/o halos de inhibicion menores o iguales a 21 mm
en uno o ambos carbapenemes, segun propuesta de la Sub—
Comision de Antimicrobianos de la Sociedad Argentina de
Bacteriologia Clinica (SADEBAC) [12].

Las cepas remitidas, identificadas bioquimicamente por
métodos convencionales [13], fueron conservadas en agua
estéril a 4 °C, en la oscuridad, hasta su procesamiento.

Deteccion fenotipica de MBL

En todas las técnicas se trabajo con discos de papel, ex-
cepto en el ensayo de sinergia con ADP donde se utilizaron
tabletas tanto del antibidtico como del inhibidor.

Se selecciond a IMP como representante de los carba-
penemes.

Los discos de IMP utilizados en los distintos métodos
ensayados fueron provistos por OXOID, Argentina. Las
tabletas de IMP y de ADP utilizados en el ensayo de siner-
gia IMP/ADP fueron provistos por ROSCO, Medica—Tec,
Argentina.

La droga pura de potencia valorada, utilizada para la
determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima
(CIM) fue obtenida Merck Sharp & Dohme, Research
Laboratories, Rahway, NJ, USA.

Todos los ensayos se realizaron por duplicado y se in-
cluyeron como control positivo una cepa de P. aeruginosa
productora de VIM y como control negativo la cepa de P,
aeruginosa ATCC 27853.

Método de Hodge modificado [14]

Se realiz6 una suspension en solucion fisiologica (SF)
de una cepa de Escherichia coli ATCC 25922 cuya turbidez
se ajusto al 0,5 de Mac Farland.

La suspension se inoculd, seglin el método de difusion
con discos [15] en placas de agar Mueller—Hinton (MH,
Laboratorios Britania).

En el centro de cada placa se ubico, con pinza estéril,
un disco de IMP (10 pg), el que se suplementd con 10 ul
de una solucién de SO,Zn.7H,0 50 mM.

Posteriormente, se realizaron estrias de los microor-
ganismos en estudio desde el disco hacia el borde de las
placas. Las placas se incubaron a 35 °C durante 18 hs.

La observacion de una deformacion del halo de inhibi-
cion de IMP se interpretdé como un ensayo positivo: cepa
probable productora de MBL (activacion de la enzima por
el agregado del cofactor).
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Ensayo combinado con discos imipenem-EDTA [16]

Placas de MH se inocularon con las cepas en estudio
segun el procedimiento estandar del método de difusion
con discos [15]. En cada placa se coloco, con pinza estéril,
dos discos de IMP (10 pg). Uno de ellos se suplemento
con 5 pul de una solucion de EDTA 0,5 M (concentracion
final aproximada: 750 pg/disco). Las placas se incubaron
a 35 °C durante 18 horas.

La lectura de los halos de inhibicion se realiz6 con regla
milimetrada.

Un incremento > a 7 mm del diametro del halo de inhi-
bicion de IMP en combinacion con EDTA respecto a IMP
sin el agregado del inhibidor se considerdé como indicador
de la presencia de MBL.

Ensayo de sinergia con doble disco IMP/EDTA [14]

Se inocularon placas de MH con las cepas en estudio
segln el procedimiento estandar del método de difusion
con discos [15].

En cada placa se coloc6 un disco de IMP (10 pg) y a
10 mm (borde a borde) se ubicé un disco de papel de filtro
estéril conteniendo 10 pl de EDTA 0,5 M (concentracion
final aproximada: 1,5 mg/disco). Las placas se incubaron
a 35 °C durante 18 hs.

Ensayo de sinergia con doble disco IMP/ADP [17]

Placas de MH se inocularon con las cepas en estudio
segln el procedimiento estandar del método de difusion
con discos [15].

En cada placa se coloco una tableta de IMP (10 pg)
y a 5 mm (borde a borde) se ubicéd una tableta de ADP
(300 pg). Las placas se incubaron a 35 °C durante 18 hs.

En ambos ensayos de sinergia, la observacion de una
deformacion del halo de inhibicion de IMP en la cercania
del agente quelante (EDTA 6 ADP) se consideré como un
resultado positivo, indicativo de la presencia de MBL.

Ensayo Microbiol6gico EDTA/ IMP (EMEI) [18]

Para preparar el extracto enzimatico, 100 mg de un
cultivo de 24 hs de cada cepa en estudio, se transfirieron
tubos eppendorf.

El in6culo bacteriano se resuspendié en 1 ml de bu-
ffer (Tris HC1 50mM pH 8), y se centrifug6 a 5000 rpm
durante 10 minutos. La ruptura celular se realiz6 con el
procedimiento de congelacion (-20 °C)/ descongelacion
(-37 °C), 10 veces. El extracto obtenido se centrifugo6 a
10000 rpm durante 10 minutos, y se prosiguid trabajando
con el sobrenadante.

Se prepararon discos de papel de filtro Wathman N° 3
estériles conteniendo: Disco 1: 20 pl de extracto enzima-
tico; Disco 2: 20 pl de extracto enzimatico mas sulfato de
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zinc (concentracion final 0,1 mM); Disco 3: 20 pl de ex-
tracto enzimatico mas EDTA (concentracion final 20 mM);
y Disco 4: 20 pl de buffer como control negativo.

Se realizd una suspension en SF de una cepa de E. coli
ATCC 25922 cuya turbidez se ajusto al 0,5 de Mac Farland.
La suspension se inoculd, segiin el método de difusion con
discos [15], en placas de MH.

En el centro de cada una de las placas previamente
inoculadas, se ubico un disco de IMP (10 ug) y a 0,8 cm.
(centro a centro) de este se colocaron los cuatro discos de
papel con los diferentes sustratos.

La deformacion del halo de inhibicion de IMP alrededor
de los discos que contienen el extracto enzimatico con y
sin zinc, junto a la inhibicion del desarrollo de E. coli
alrededor del disco que contiene EDTA se interpreté como
un resultado positivo de la produccion de MBL.

Determinacion de la CIM a IMP sin y con el agregado de
EDTA

Se determino la CIM a IMP por el método de dilucion
en medio so6lido [19] con y sin el agregado de EDTA en
concentracion final 0,4 mM segln propuesta de Quinteros
y col. [12, 20]. Los resultados obtenidos se valoraron segun
normas y puntos de corte del CLSI [11]. Se consider6é como
indicativo de la produccion de MBL, una disminucion
de 4 6 mas diluciones de la CIM a IMP en combinacion
con EDTA respecto a la CIM de IMP sin el agregado del
inhibidor.

Resultados

Durante el periodo abril 2007—marzo 2008 se recupe-
raron, en los centros participantes, 167 aislamientos de
P aeruginosa de muestras clinicas. En el laboratorio se
recibieron 15 de estas cepas que cumplian con el criterio de
inclusion, presentando resistencia a carbapenemes 6 halos
de inhibicion de IMP y/o MER <21 mm en uno o ambos
carbapenemes (susceptibilidad disminuida).

Seis aislamientos eran resistentes a ambos carbape-
nemes. Nueve aislamientos mostraban susceptibilidad
disminuida a MER, siendo 2 de ellos resistentes y 7 sus-
ceptibles a IMP. No se recibieron cepas con susceptibilidad
disminuida a IMP.

Con el método de Hodge modificado, solo 1 de las 15
cepas de P. aeruginosa estudiadas dio un resultado positivo
débil.

En el ensayo combinado con discos IMP-EDTA, solo
un aislamiento de Pseudomonas mostr6 un incremento
>7 mm del halo de inhibiciéon de IMP/EDTA respecto al
halo de inhibicion de IMP solo. En una segunda cepa se
observé un resultado “border—line” (incremento de 6 mm)
que fue considerado un resultado dudoso. Mientras que en
13 cepas no se observaron diferencias en los diametros de
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los halos de inhibicion.

En ambos test de sinergia se obtuvieron resultados simi-
lares. La deformacion del halo de inhibicién de IMP en la
cercania del disco/tableta fue observada en un aislamiento.
Dos cepas mostraron una ligera deformacion (resultado
dudoso) y 12 no exhibieron ninguna distorsion del halo de
inhibicion de IMP.

Solo en el ensayo microbioldgico no se obtuvo ninglin
resultado dudoso ni débilmente positivo, 1 aislamiento
dio un resultado claramente positivo y 14 aislamientos un
resultado negativo (Figura 1).

Figura 1. Busqueda fenotipica de metalo-B-lactamasas en cepas de P
aeruginosa: Ensayo microbioldgico EDTA/Imipenem

Cepa P. aeruginosa N° 43 (ensayo positivo). Discos
conteniendo: 1) extracto enzimatico, 2) extracto enzimatico
mas sulfato de zinc, 3) extracto enzimatico mas EDTA, 4)
buffer.

La reduccion de la CIM a IMP al adicionar EDTA solo
se observo en 1 de las 15 cepas de Pseudomonas aerugi-
nosa. Esta cepa presentaba una CIM a IMP de 64 pg/ml
en ausencia de EDTA y una CIM de 8 pg/ml para IMP en
presencia del agente quelante.

Solo el método de Hodge y el ensayo microbioldogico
dieron resultados comparables a los obtenidos con la CIM
(Tabla 1).

Tabla 1: Comparacién de métodos fenotipicos para la deteccién de
metalo-B-lactamasas en 15 cepas de P, aeruginosa resistentes o con
sensibilidad disminuida a imipenem y/0 meropenem.

No. de aislamientos con resultados
Cepas de P. aeruginosa (n=15 &bi
P g ( ) clarar'n'ente Debllr_n_ente Dudoso | Negativo
positivo positivo

Método de Hodge modificado 0 1 0 14
Ensayo de sinergia con

doble disco IMP/EDTA 1 0 2 12
Ensayo de sinergia con

doble disco IMP/ADP 1 0 2 12
Ensayo combinado con

discos IMP-EDTA 1 0 1 13
Ensayo Microbiolégico 1 0 0 14
CIM IMP vs IMP/EDTA 1 0 0 14

IMP: imipenem. EDTA: 4cido etilendiaminotetracético. ADP: 4cido dipicolinico. CIM: Concentracion
Inhibitoria Minima.

Discusion

La capacidad de aislamientos clinicos de Pseudomo-
nas aeruginosa de producir MBL es un hecho relevante,
constituyendo, en especial en el &mbito intrahospitalario,
un grave problema tanto para el manejo clinico como
terapéutico de las infecciones.

Las técnicas moleculares, como la PCR, 6 enzima-
ticas son consideradas las técnicas de referencia para la
deteccion de la produccion de MBL. Sin embargo, estas
metodologias no son facilmente aplicables en los ensayos
diarios de laboratorios clinicos debido a su alto costo y
complejidad.

Por ello, se requiere disponer de métodos de laboratorio
que permitan la busqueda de estas enzimas y que retinan,
en lo posible, condiciones de sencillez, rapidez, confiabi-
lidad y precision.

Analizando los resultados obtenidos al ensayar algunos
de los diversos métodos fenotipicos propuestos para la
deteccion de MBL, observamos que tanto el ensayo de
sinergia frente a EDTA [14] o a ADP [17], son convenien-
tes para el uso en los laboratorios clinicos como ensayos
de tamizaje de potenciales cepas productoras de MBL ya
que son faciles de realizar, permitiéndonos sugerir a estas
técnicas como apropiadas para su uso rutinario debido a su
bajo costo y sencillez.

Aun asi, la sensibilidad del método depende de la dis-
tancia entre discos, siendo necesario en algunos casos repe-
tir la técnica hasta encontrar cual es la distancia adecuada
para evitar falsos negativos, en especial en aislamientos
sensibles a IMP que alin asi pueden ser productores de
MBL [21].

También, el test de sinergia requiere experiencia técnica
para discriminar entre verdadero sinergismo y la simple
interseccion de los halos de inhibicion de las drogas in-
volucradas.

Ademas, otros autores [22, 23] han demostrado que el
efecto del EDTA de aumentar la permeabilidad de 1a mem-
brana, puede incrementar la susceptibilidad de P. aerugino-
sa 'y Acinetobacter spp. a varios agentes antimicrobianos,
incluyendo IMP.

Es por ello que este ensayo no deberia utilizarse como
unico método de tamizaje, debiendo ir acompafiado de
otras técnicas para la deteccion fenotipica de MBL.

El ensayo propuesto por Yong [16] con discos de IMP
e IMP/ EDTA mostrd ser mejor que el anterior con un solo
1 resultado dudoso, siendo también un método sencillo,
rapido, reproducible y de muy bajo costo. Por otro lado,
su interpretacion es menos subjetiva que los ensayos de
sinergia.

Sin embargo, se debe tener en cuenta que el incremento
en el halo de inhibicion de los discos de IMP/EDTA respecto
a los discos de IMP solo, podria ser debido a la susceptibi-
lidad del microorganismo al EDTA mas que a la inhibicion
de alguna MBL por quelacion de los iones zinc.

Rev. Cienc. Tecnol. / Aflo 12 / N° 14 / 2010



12 Patricia C. Galloso et al.. Métodos fenotipicos para detectar Pseudomonas aeruginosa productoras de...

Este problema parece ser intrinseco a toda técnica
que involucre impregnar un mismo disco con dos agente
quimicos [24]. Si un aislamiento en particular es suscep-
tible a EDTA, el ensayo podria producir resultados fasos
positivos.

Esto refuerza la necesidad de implementar al menos dos
técnicas para investigar la presencia de probables cepas
productoras de MBL, tanto en la practica clinica como con
fines de vigilancia.

En este trabajo se observd que los mejores métodos
fenotipicos fueron el método de Hodge suplementado con
zinc [14] y el ensayo microbiolégico [18].

El primer método, es sencillo de realizar pero los re-
sultados pueden no ser claramente positivos. El segundo
método, tiene la dificultad de su relativa complejidad, con-
sumo de tiempo y consecuente demora en el diagndstico,
lo que lo hace un método poco aplicable a laboratorios de
baja y mediana complejidad.

La deteccion de la actividad MBL en aislamientos que
presenten una CIM baja para IMP seria mas evidente al
trabajar con extractos celulares (ensayo microbioldgico)
que con células intactas (Hodge suplementado con zinc)
ya que se evitaria la presencia de potenciales barreras de
permeabilidad que puedan interferir en el acceso de la
enzima al sustrato [18].

Lo mencionado anteriormente, nos permitiria explicar
la diferencia en la lectura de nuestros resultados.

Por otra parte, el ensayo microbioldgico, por su sensi-
bilidad y especificidad, ha demostrado ser comparable a
los métodos genotipicos y enzimaticos de deteccion de las
MBL, considerados como gold standard [18].

Respecto a la reduccion de la CIM a IMP al adicionar
EDTA respecto a la CIM sin el inhibidor, al igual que
el ensayo microbiologico, es un método laborioso y no
usualmente realizado en los laboratorios clinicos.

conclusiones

En conclusion, teniendo en cuenta las sugerencias y los
cuidados antes mencionados, cualquiera de los métodos
ensayados podria ser utilizado para la busqueda de cepas
de P. aeruginosa productoras MBL, dependiendo de las
capacidades técnicas del laboratorio.

Coincidimos con Picao y col. [25], en que la deteccion
de MBL es de crucial importancia no solo en instituciones
de alta prevalencia de estas cepas sino también en aquellas
donde nunca ha sido detectado el fenotipo de resistencia.

En un escenario de alta frecuencia de aislamiento
de cepas productoras de MBL, su deteccion deberia ser
importante para el ajuste de las terapias antimicrobianas
empiricas a fin de reducir las tasas de mortalidad de los
pacientes infectados con tales microorganismos.

Mientras que, la deteccion temprana de aislamientos
productores de MBL en centros de salud donde nunca se
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han detectado, seria de importancia para evitar la disemi-
nacion de estas cepas.

Por lo que, implementar ensayos accesibles, como los
estudiados, que permitan investigar y detectar la presencia
de MBL en aislamientos clinicos deberia ser prioritario
en los laboratorios diagndsticos a fin de colaborar con los
clinicos, la salud publica y el control de la diseminacion
de resistencia.
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