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RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es uno de los patdégenos oportunistas mas importantes,
causante de infecciones, con alto indice de morbi-mortalidad. Los carbapenemes son
antibidticos que poseen un amplio espectro de actividad y son altamente potentes, que los
vuelven imprescindibles en el tratamiento empirico. P. aeruginosa presenta diversos
mecanismos de resistencia, entre ellos las carbapenemasas tipo metalo-B-lactamasas
(MBLs). Debido al aumento de las bacterias productoras de MBLs, es importante la
aplicacion de test simples, practicos y de bajo costo, como pruebas de rutina, para la
identificacion de las bacterias productoras de MBLs de forma rapida. El objetivo de este
trabajo fue determinar fenotipicamente la presencia de carbapenemasas en aislamientos
de P. aeruginosa. Estudio descriptivo de corte transversal que incluyd aislamientos de P.
aeruginosa de pacientes que acudieron al Hospital de Clinicas - San Lorenzo entre
febrero a julio de 2013. Se estudiaron 232 aislamientos de P. aeruginosa, a aquellos con
sospecha de carbapenemasas se les aplicd dos métodos de deteccidn fenotipica, discos de
EDTA y discos con acido dipicolinico — Meropenem (DPA-ME). De estos aislamientos, 30
dieron sinergia con la técnica de EDTA y 18 aislamientos positivos con los discos de DPA.
A través de los métodos fenotipicos aplicados se pudo comprobar la presencia de cepas
productoras de carbapenemasas tipo MBL en una frecuencia de 7,8%. Los tests de
combinacién de disco podrian ser utiles en la practica diaria para proporcionar una
deteccion rapida y fiable de MBL carbapenemasas en los aislados de P. aeruginosa cuando
las pruebas moleculares no estan disponibles.
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Phenotypic detection of Carbapenemases in P.
aeruginosa in patients attending the Hospital de Clinicas
in San Lorenzo, from February to July 2013

ABSTRACT

P. aeruginosa is one of the most important opportunistic pathogens that cause
infections with high morbidity and mortality. Carbapenems are antibiotics with a broad
spectrum of activity and highly powerful, which makes them indispensable in the empirical
treatment. P. aeruginosa has various mechanisms of resistance, including
metallobetalactamase (MBL) type carbapenemases. Due to increasing numbers of MBL
producing bacteria, it is important to apply simple tests that are practical and inexpensive
as routine protocol in order to rapidly identify MBL producing bacteria. The objective of
this study was to determine phenotypically the presence of carbapenemases in P.
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aeruginosa isolates. A descriptive cross- sectional study was performed in isolates of P.
aeruginosa from patients attending the Hospital de Clinicas - San Lorenzo from February
to July, 2013. Two hundred thirty two isolates of P. aeruginosa were studied. Those
isolates suspicious of having Carbapenemases were subjected to two phenotypic detection
methods: discs of EDTA and discs of dipicolinic acid — Meropenem (DPA-ME). Of these
isolates, 30 were synergistic with the technique of EDTA and 18 positive with DPA discs.
The presence of strains producing MBL type carbapenemases was determined through
these phenotypic methods yielding a frequency of 7.8%. The disc combination tests may
be very useful in the daily practice to provide fast and reliable detection of MBL
carbapenemases in P. aeruginosa isolates, where molecular biology tests are not
available.
Keywords: Carbapenemases, MBL, dipicolinic acid, P. aeruginosa

INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es uno de los patégenos oportunistas mas importantes,
causantes de infecciones, con altos indices de morbilidad y mortalidad (1-3). Es
considerado un patdégeno primariamente nosocomial, siendo comuin su aislamiento en
pacientes de Unidades de Cuidados Intensivos, en quienes ademas presenta una marcada
multirresistencia (4).

El fenotipo “salvaje® de P. aeruginosa se caracteriza por su sensibilidad a
carboxipenicilinas, ureidopenicilinas, ceftazidimas, cefepima, cefoperazona, aztreonam vy
carbapenémicos, y presenta resistencia natural a muchos antimicrobianos. También
desarrolla mutaciones cromosémicas y adquiere material genético que incrementa su
resistencia. El nUmero de cepas multiresistentes ha aumentado en los ultimos afos, y ha
hecho que se rescaten antibidticos, como colistina, que se dejaron de usar por su
toxicidad, y que en ocasiones es la Unica opcion de tratamiento (5,6).

Los carbapenemes son antibiéticos B-lactamicos producidos por diferentes especies de
Streptomyces. Estan dotados de mayor espectro, actividad y resistencia a las B-
lactamasas. Poseen un amplio espectro de actividad y son altamente potentes, lo cual
hace que sean imprescindibles en el tratamiento empirico donde se sospecha la presencia
de un patégeno multiresistente (7-9).

P. aeruginosa presenta diversos mecanismos de resistencia contra los agentes
terapéuticos (3, 10-12), como: a) las Beta- lactamasas que son enzimas capaces de
romper e inactivar el anillo beta-lactdmico que forma parte de la estructura molecular de
los antibioticos beta-lactémicos (8), b) las B -lactamasas AmpC que median la resistencia
a cefalosporinas, aztreonam, e inhibidores de B-lactamasas. Presentan baja afinidad a los
carbapenemes, sin embargo, pueden ocurrir mutaciones espontaneas, que llevan a la
produccidon constitutiva de esta enzima en suficiente cantidad y puede hidrolizar los
antibidticos antes mencionados (11), c) Las bombas de expulsion, siendo la mas frecuente
MexAB-OprM, que media la expulsion de meropenem, fluoroquinolonas, tetraciclinas,
macrolidos, cloranfenicol, novobiocina vy trimetoprim. La MexXY-OprM expulsa
aminoglucésidos (8), d) las pérdidas de porinas. La OprD, es la principal via de entrada de
los carbapenémicos, la pérdida de esta porina comporta una disminucién de la sensibilidad
de P. aeruginosa a estos antibioticos, lo que lleva a una resistencia (8,13,14) y e) Las
carbapenemasas de serina: poseen un residuo de serina en su sitio activo.

Estan incluidas en la clasificacién molecular de Ambler Clase A: en general hidrolizan
todos los B-lactéamicos (1). Corresponden principalmente a las enzimas de tipo KPC, IMI y
GES. Teniendo la particularidad de ser inhibido total o parcialmente por el acido borénico
y el acido clavulanico. Clase D: corresponden, esencialmente a las enzimas de tipo
oxacilinasas. Estas enzimas hidrolizan fuertemente las carbapenemasas pero poco y nada
a las cefalosforinas de tercera generacién, son resistentes a los inhibidores tazobactam vy
acido clavulanico. Clase B: corresponden a las Metalo-B-lactamasas (MBLs) de tipo VIM,
IMP y NDM, hidrolizan fuertemente a todas los beta-lactamicos a excepcidon del aztreonam
(15). Las MBL son producidas intrinsecamente por microorganismos como
Stenotrophomonas maltophilia, Bacillus cereus, Chryseobacterium sp, Legionella gormanii,
Caulobacter crescentus, Aeromonas spp. (8,16).
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Las MBLs necesitan de iones bivalentes, Zn**, como cofactor para la reaccion de
hidrolisis de B- lactamicos, por tanto, estas enzimas pueden ser identificadas por test
fenotipicos. Para la busqueda en el laboratorio de las enzimas MBL se han propuesto
ensayos fenotipicos (17) basados principalmente en la accién de agentes quelantes como
el etilendiaminotretracético (EDTA), el acido dipicolinico (DPA) o derivados del acido
succinico, capaces de interaccionar con el zinc necesario para la accion catalitica de dichas
enzimas.

Estos ensayos consisten en colocar un disco de imipenem (IM) y un disco de EDTA a
una distancia de 15 mm de borde a borde y otro de meropenem (ME) contrapuesto al de
IM. Otro inhibidor también utilizado es el DPA combinado con ME, donde un aislamiento
positivo muestra un incremento 25mm en el halo entre ME y ME -DPA (18).

Debido a los numerosos relatos de bacterias productoras de MBLs en diferentes
regiones del mundo, es importante la aplicacion en los laboratorios hospitalarios, los test
simples, practicos y de bajo costo, como pruebas de rutina, para que se puedan rastrear a
las bacterias productoras de MBLs. El estudio realizado por Pasteran et al. mostré que
DPA detecta enzimas de MBL con una sensibilidad y especificidad del 97% vy 81%,
respectivamente. Los autores analizaron un total de 149 aislados de P. aeruginosa, de los
cuales 38 resultaron ser MBL (19). En Paraguay aun no se tiene registros de estudios
realizados con este tipo de discos.

El conocimiento del perfil de resistencia de los aislamientos de P. aeruginosa en un
hospital y la deteccion de la presencia de carbapenemasas constituyen una informacion
relevante y de gran utilidad para que el sistema de vigilancia y epidemiologia del hospital
pueda tomar las medidas de contencidn necesarias para evitar su diseminacion.

MATERIALES Y METODOS

Estudio prospectivo, descriptivo de corte transversal, en el que se estudiaron
aislamientos de P. aeruginosa obtenidos a partir de cultivos de rutina provenientes de
pacientes hospitalizados y ambulatorios que acudieron al Hospital de Clinicas - San
Lorenzo en el periodo de febrero a julio de 2013.

Para el estudio, se incluyeron todas las muestras que fueron enviadas al laboratorio,
con correcta identificaciéon del paciente. Las variables analizadas fueron la presencia o
ausencia de carbapenemasas en los aislamientos de P. aeruginosa, los datos del paciente
como sexo, servicio del que provenia (UCIA, UCIP, quiréfano, CCM, Urologia), y el tipo de
muestra (orina, secrecion purulenta, hemocultivo, liquidos de puncién, secrecion
traqueal).

La identificacion y el perfil de resistencia a los antibidticos (MER meropenem, IMP
imipenem, AK amicacina, GEN gentamicina, CIP ciprofloxacina, FEP cefepime, CS colistina,
CAZ ceftazidima, TZP tazobactam piperacilina) de los aislamientos de P. aeruginosa se
realizaron por el sistema Vitek 2C (bioMérieux, Marcy L'Etoile, Francia) y también por la
técnica de difusion en disco de Kirby-Bauer, siguiendo las recomendaciones y teniendo en
cuenta los puntos de corte de Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) 2013 (20).
Se consideraron los aislamientos con posible presencia de carbapenemasas aquellas con
halos de inhibicion para ceftazidima (CAZ) < 22 mm por la técnica de difusion en disco y
= 16ug/ml (I, R) por vitek-2C y para Meropenem (ME) < 23mm (I,R) y = 1ug/ml.

Una vez determinada la sensibilidad de los aislados a CAZ, IMP y ME, se realizaron los
métodos de deteccidn fenotipica de las carbapenemasas: con EDTA (Monodiscos Britania)
y KIT ROSCO KPC/MBL (Rosco Diagnostica- Denmark). Los discos de EDTA fueron
colocados entre IM y ME a una distancia de 15 mm de borde a borde en una placa de
Mueller Hinton, y el KIT ROSCO KPC/MBL que utiliza discos de ME y ME DPA para
confirmar la presencia de MBLs.

La lectura e interpretacion se realizé después de 24 hs de incubacidén. Una prueba
positiva para los discos de EDTA consiste en el agrandamiento o deformacién de la zona
de inhibicién del desarrollo alrededor del disco de IM y/o ME hacia el disco de EDTA. Con
el KIT ROSCO KPC/MBL, se mide la zona de inhibicién del disco de ME y de ME-DPA, y una
diferencia de halo = 5 mm confirma la presencia de MBLs.

Los datos fueron ingresados en una planilla del programa Microsoft Excel 2010 y
posteriormente analizados por el mismo programa utilizando estadistica descriptiva.
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RESULTADOS

De un total de 232 aislamientos de P. aeruginosa, 54 fueron seleccionados para el
estudio, por presentar valores de CIM a CAZ, ME e IM, segun Vitek 2C, resistente y/o
intermedio. El perfil de sensibilidad a ceftazidima, meropenem e imipenem de los
aislamientos de P. aeruginosa se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1: Perfil de sensibilidad a ceftazidima, meropenem e imipenem en aislamientos de
P. aeruginosa. Servicio de Microbiologia, Hospital de Clinicas San Lorenzo, febrero a julio
2013. n=54

Antibiéticos Cepas Sensibles Cepas Intermedias Cepas Resistentes
CAZ - 14 (26%) 40 (74%)
M - 9 (17%) 45 (83%)
ME 7 (13%) 3 (6%) 44 (81%)

Nota: ceftazidima, imipenem y meropenem.

A los 54 aislamientos seleccionados se les aplicaron los dos métodos fenotipicos,
observandose que 30 dieron sinergia por la técnica de doble disco con EDTA: ME - EDTA -
IM (Figura 1), mientras que por la técnica con los discos del Kit Rosco KPC/ MBL, se
obtuvieron 18 aislamientos con la probable presencia de carbapenemasa tipo MBLs,
observandose una diferencia de halos entre ME y ME-DPA >5mm (Figura 2) que
corresponde a una frecuencia de 7,8%.

=

Figura 1: Efecto sinérgico del EDTA con Figura 2: Diferencia de halos = 5mm entre
IM y ME. ME y ME-DPA en aislados de P. aeruginosa
productora de carbapenemasas tipo MBL.

Las muestras biolégicas de las que se aislaron P. aeruginosa con probable MBLs fueron
orina, secrecion traqueal, hemocultivo, secreciones purulentas, liquidos de puncién, pero
orina (6/18) 33% Yy secrecion traqueal (5/18) 28% fueron los mas frecuentes. El 61% de
los aislamientos fue de muestras de pacientes del sexo masculino. EI 95% de los
aislamientos provenia de internados adultos de diferentes salas: UCIA (38%), Catedra de
Clinica Médica (28%), Urgencias Adultos (18%), Urologia (5%), Traumatologia (5%) vy el
5% provenia de Consultorio Externo.

En el perfil de sensibilidad para P. aeruginosas portadoras de probable MBLs se observd
100% de resistencia a meropenem, gentamicina, ciprofloxacina, 94% a imipenem vy
piperacilina tazobactam, 61% a ceftazidima, 44% a amikacina y 33% a cefepime. Asi
también se observo sensibilidad del 100% para colistina, 56% para amikacina, y 6% para
imipenem, cefepime y piperacilina tazobactam. Los valores intermedios fueron registrados
para imipenem 6%, cefepime 61% y ceftazidima 39%. Figura 3
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Nota: MER meropenem, IMP imipenem, AK amicacina, GEN gentamicina, CIP
ciprofloxacina, FEP cefepime, CS colistina, CAZ ceftazidima, TZP tazobactam
piperacilina.

Figura 3. Perfil de sensibilidad para P. aeruginosa con probable MBLs aisladas en diversas
muestras clinicas. n=18

DISCUSION

La deteccion de MBLs en P. aeruginosa constituye un hecho observable en todos los
paises del mundo, lo cual denota una frecuencia creciente en los Ultimos afios (21). Las P.
aeruginosa MBLs en el ambito hospitalario se asocian con un problema clinico importante,
asi como a programas de control de infecciones, por lo que se requiere disponer de
métodos diagnosticos confiables y precisos para su identificacion (22,23).

La P. aeruginosa productora de MBLs se identificé por primera vez en Japon en 1991
(24). En un estudio multicentrico realizado en Paraguay en 2011 -2013, de 671 bacilos
gram negativos no fermentadores portadores de la enzima MBLs, se obtuvieron 20
aislamientos de MBLs, correspondiente a un 3%, de éstos 5 resultaron ser P. aeruginosa
Se realizaron pruebas de sinergia con EDTA, métodos microbiolégicos y moleculares (25).

En este estudio, de un total de 232 aislamientos de P. aeruginosa, 30 de ellas dieron
sinergia por la técnica de doble disco con EDTA, lo que sugiere la presencia de un método
enzimatico muy probablemente produccion de MBL, con los discos de DPA-ME se
obtuvieron 18 P. aeruginosa con probable MBL. Esta diferencia puede deberse a que el
método de doble difusion con EDTA tiene el inconveniente de producir falsos positivos
(26,27), debido a que el EDTA es capaz de aumentar la permeabilidad de la membrana
externa, incrementando asi la susceptibilidad a P.aeruginosa y Acinetobacter spp a varios
antimicrobianos (27). En cuanto a los discos de DPA, éstos presentan una sensibilidad y
especificidad de 97% y 81% respectivamente (19), por lo que estos resultados se
deberian confirmar por biologia molecular, ya que son las técnicas de referencia para
detectar la produccion de MBL, pero no son aplicables en todos los laboratorios por su
elevada complejidad y costo. Por ello, el uso de estos métodos fenotipicos resultan utiles
para su uso diario en los laboratorios de baja complejidad para detectar la presencia de
MBL en forma rapida, eficaz, sencilla, confiable y sobre todo de bajo costo.

Este es el primer estudio fenotipico utilizando el KIT de ROSCO KPC/MBL que demuestra
la presencia de enzimas MBLs en aislados de P. aeruginosa, en el Hospital de Clinicas de
Paraguay - San Lorenzo, obteniendo una frecuencia de 7,8%. Comparando con otros
estudios realizados en América del Sur para la deteccién de MBLs en aislamientos de P
aeruginosa hay una cierta similitud en los resultados, se observa que la frecuencia en
Peru fue del 7% (28), en Argentina fue del 14% (29), en Brasil 8,2% (30), y en Colombia
11,7% (10).

Las muestras bioldgicas de las que se aislaron mayor porcentaje de P. aeruginosa con
probable MBLs fueron orina (6/18) 33% y secrecion traqueal (5/18) 28%, lo que sugiere
enfatizar mas la blsqueda en dichos materiales. Los mismos provenian de UCIA (38%),
Catedra de Clinica Médica (28%), Urgencias Adultos (18%), Urologia (5%), Traumatologia
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(5%) y Consultorio (5%). Este fendbmeno, que antes estaba limitado a las unidades de
cuidados intensivos, se ha diseminado a otras areas de hospitalizacién creando datos

alarmantes en la morbi-mortalidad de cada hospital.
Segun el perfil de sensibilidad para los 18 aislamientos de P. aeruginosa se observo que

el 100% de ellos era sensible a colistina, sin embargo, con los demas antibidticos la
sensibilidad fue menor, asi la sensibilidad para amikacina fue de 56%, y para imipenem,
cefepime, piperacilina tazobactam fue de 6%. Por lo tanto se puede decir que la droga de
eleccion, en terapias combinadas sigue siendo la colistina a pesar de su toxicidad (5). El
conocimiento de la epidemiologia y de los perfiles de susceptibilidad a los antibidticos
propios de cada unidad hospitalaria es de gran utilidad ya que proporciona herramientas
sdlidas a los médicos responsables de la toma de decision en el manejo de pacientes con
infeccidn grave.

Es necesario continuar buscando MBLs en P. aeruginosa en un perfil de antibidtico que

lo indique, especialmente en muestras de orina y de vias respiratorias, usando el método
de difusiéon por monodisco de EDTA y el KIT de ROSCO KPC/MBL, a fin de mejorar la
sensibilidad. La confirmacién mediante PCR constituye un paso posterior importante vy
confirmatorio de la presencia de MBLs. La deteccién rutinaria de MBLs garantizara la
atencidon optima del paciente y la introduccion oportuna de medidas de prevencion.
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