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RESUMEN: Existe un notable incremento

de la resistencia a los antimicrobianos y el
género Pseudomonas es capaz de adquirir
mecanismos que presentan una alta tasa de
diseminacion entre bacilos gram negativos. El
proposito del presente trabajo fue identificar los
mecanismos de resistencia a los carbapenemes
de tres asilamientos de P, putida multirresistente
recuperados de muestras clinicas de pacientes
pediatricos. Se determin¢ la sensibilidad
antibidtica utilizando método automatizado, se
realizé la prueba de sinergia con doble disco y
E test a imipenem y meropenem en medio MH
cony sin agregado de EDTA. Se realizaron los
ensayos microbiolégicos de Hodge modificado
y Masuda. Las metodologias empleadas
evidenciaron la posible presencia de metalo-
B-lactamasa (MBL) y se confirmé por PCR la
existencia de los genes bla,,,

La deteccién de estas enzimas es importante
para la toma de medidas de control
epidemioldgico y su reconocimiento temprano

previene la propagacion generalizada, en
particular entre patbgenos gram-negativos
emergentes.

PALABRAS CLAVE: Pseudomonas putida,
metalo-B-lactamasa, carbapenemes.

SUMMARY: Clinical isolates of Pseudomonas
putida carrying Metallo-B-lactamase at the
Children’s Hospital “Dr. Orlando Alassia” of
Santa Fe.

There is a significant increase of antimicrobial
resistance and the genus Pseudomonas is
capable of acquiring new mechanisms that
present a high spreading rate among gram-
negative bacilli. The purpose of the present
study was to identify the resistance mechanisms
to carbapenems from three isolates of MDR

P putida recovered from clinical samples of
pediatric patients. Antibiotic sensitivity was
determined using automatized methods and
the double disk synergy test and the E test to
imipenem and meropenem among MH with and
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without EDTA were carried out. Microbiological
trials of modified Hodge and Masuda were
performed. The methodologies used showed
the possible presence of MBL genes and the
existence of genes bla,,, was confirmed by PCR.
The detection of these enzymes is important
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in order to implement epidemiological control
measures, and their early recognition prevents
their generalized spreading, particularly, among
emerging gram-negative pathogens.
KEYWORDS: Pseudomonas putida, metallo-3-
lactamase, carbapenemes.

Introduccion

La emergencia de carbapenemasas,
tales como las metalo-B-lactamasas (MBL)
y otras B-lactamasas adquiridas que afec-
tan a los carbapenemes, constituyen un
desafio terapéutico debido a que estas
enzimas confieren un alto nivel de resisten-
cia a la mayorfa de los B-lactdmicos, inclu-
yendo carbapenemes, con la excepcion de
aztreonam, en el primer grupo (1,2).

En base a estudios moleculares, se descri-
ben dos tipos de enzimas que hidrolizan car-
bapenemes: las serin enzimas que poseen
una fraccion serina en el sitio activo, y las
MBL, que requieren cationes divalentes, por
lo general de zinc, como cofactores metali-
cos para desarrollar su actividad enzima-
tica (1,3,4,5). Las MBL no son inhibidas por
acido clavulanico, sulbactam, tazobactam,
ni por acido 3-aminofenil bordnico, (APB).
En cambio, el EDTA es capaz de inhibir las
MBL y por esta razén se utiliza para detectar
la presencia de éstas enzimas (6, 7).

La mayoria de los genes codificantes
se encuentran en integrones localizados
en plasmidos o transposones (8).

El uso indiscriminado de cefalosporinas
de espectro extendido o carbapenemes ha
contribuido a la seleccion y diseminacion
de estos genes de resistencia. Las MBL

adquiridas fueron descriptas por primera
vez a principios de 1990 y en la actualidad
han sido descriptos diez tipos de carbape-
nemasas: IMP VIM, SPM-1, GIM-1, NDM-1,
SIM-1, KHM-1, AIM-1, DIM-1 y TMB-1 que
no estan relacionados entre si, siendo las
enzimas de tipo VIM e IMP las més prevalen-
tes. Recientemente, la OPS ha comunicado
el primer aislamiento de NDM en Klebsiella
pneumoniae, en Latinoamérica (1, 5, 8).

Se informé VIM-2 por primera vez en
Pseudomonas putida en Taiwan, Corea,
Japon, Francia y Argentina entre 2002 vy
2007 (2, 15).

P putida es un bacilo gram negativo no
fermentador que normalmente coloniza los
ambientes hospitalarios y se considera de
bajo nivel patégeno. Este microorganismo
actlia como reservorio de genes de multire-
sistencia, en particular MBL y recientemente
se han descripto cepas multiresistentes
portadoras de estas beta lactamasas (8,
9, 10). Se han reportado infecciones noso-
comiales causadas por P putida multirresis-
tente con MBL en los pacientes gravemente
enfermos o inmunocomprometidos con fre-
cuencia hospitalizados en unidades de cui-
dados intensivos (2).
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El propdsito del presente trabajo fue
identificar los mecanismos de resistencia
a los carbapenemes de tres asilamientos
de P putida multirresistente recuperados
de muestras clinicas de pacientes pediétri-
cos atendidos en el Hospital de Nifios Dr.
Orlando Alassia de Santa Fe.

Materiales y Métodos

Se estudiaron tres aislamientos de P
putida provenientes de muestras de pacien-
tes atendidos en el Hospital de Nifos “Dr.
O Alassia” de Santa Fe durante el periodo
2006-2012. Las cepas provenian de tres
pacientes (1, 2 y 3). El primero, internado
en Unidad de Cuidados Intensivos y los 2
Ultimos, pacientes ambulatorios. Los aisla-
mientos se recuperaron de catéter ventri-
cular en el paciente 1y de orina de los pa-
cientes 2y 3. Los aislamientos provenientes
de los pacientes 1y 2 fueron jerarquizados
clinicamente, no ocurriendo lo mismo con el
Ultimo aislamiento.

La identificacion de las cepas se realizd
mediante el Sistema Automatizado Vitek
(bioMérieux) y pruebas bioquimicas manua-
les convencionales (Reduccion de NO-, a
NO-, arginina dehidrolasa (ADH), prueba
de oxidasa, prueba oxidativa-fermentativa
(HUGH Y LEIFSON), crecimiento a 42°C e
hidrdlisis de la gelatina.

Pruebas de sensibilidad: CLSI no tiene
normatizadas las pruebas de sensibilidad
por difusiéon con discos para predecir sen-
sibilidad en P putida, por lo tanto se deter-
minaron las CIMs (concentracion inhibito-
ria minima) por método automatizado Vitek
(bioMérieux) y se tuvieron en cuenta, para el
tratamiento, las drogas no afectadas por la
presencia de la enzima: colistina, ciproflox-
acina, amicacina.
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Caracterizacion fenotipica de la resis-
tencia: se utilizd como screening para
detectar la presencia de MBL el algoritmo
propuesto por el “Servicio de Antimicrobi-
anos del INEI-ANLIS “Carlos G. Malbran”
y segun sugerencia de la Subcomisién de
Antimicrobianos de la Sociedad Argentina
de Bacteriologia, Asociacion Argentina de
Microbiologia, que consiste en aproximar
los discos de imipenem (10 ug) y merope-
nem (10 ug) con el disco de EDTA 5 uM en
medio Mueller Hinton colocando los discos
a 15 mm de distancia de borde a borde (7).
La presencia de un agrandamiento de la
zona de inhibicion entre los dos discos se
interpreté como sinergia positiva.

Se realizd el método epsilométrico (E
test) en medio Mueller Hinton con y sin el
agregado de EDTA 0,4 mM para los siguien-
tes antimicrobianos: imipenem y merope-
nem. El test se realizd conforme a las indi-
caciones del fabricante (bioMérieux). Se
interpreté como indicativo de la produccion
de MBL cuando se observd una reduccion
de la CIM de tres 0 mas diluciones en pre-
sencia de EDTA. (12).

Ensayos microbiolégicos:

- Masuda: se realizd el test para eva-
luar resistencia enzimatica descripto por
Marchiaro P y cols (12), con algunas mo-
dificaciones: el extracto enzimatico (EE) se
obtuvo realizando una suspensién bacte-
riana en buffer fosfato 0,01M pH 7 y trasva-
sando dicho indculo a un tubo conteniendo
300 mg de zirconio. Se “vortexed” durante
3 min. y se centrifugd a 6000 rpm durante
1 min. El sobrenadante (EE) se usé para
el ensayo. En el centro de una placa de
Mueller Hinton hisopada con una cepa de
Eschericia coli ATCC 25922 (bacteria indi-
cadora) se colocaron discos de imipenem y
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meropenem. Luego de 10 min. se colocaron
10 ul del EE en el borde interno del halo de
sensibilidad registrado para la cepa Esche-
ricia coli ATCC 25922. Se incubd a 35°C
durante 18-24 horas y se interpreté como
positivo cuando se observé desarrollo de la
bacteria indicadora alrededor de los EE. Se
usaron controles positivo (Pputida), cedida
por el Servicio de Antimicrobianos del INEI-
-ANLIS “Carlos G. Malbran”, control nega-
tivo (P aeruginosa ATCC 27853).

- Hodge modificado: En el centro de una
placa de agar Mueller Hinton inoculada a
partir de un cultivo ajustado a 108 bacte-
rias/ml de un microorganismo indicador (E.
coli ATCC 25922), se colocd un disco con el
antibiético (imipenem 10ug). Luego se sem-
bré una ansada densa del microorganismo
en estudio dentro de la zona de inhibicion
esperada para la droga ensayada. Se dejo
reposar a temperatura ambiente durante
15 minutos y se incubd toda la noche a 35
°C. Una deformacion del halo de inhibicién
(efecto D o achatamiento o crecimiento del
microorganismo indicador por dentro del
halo de inhibicion) se interpretdé como un
ensayo positivo. (7).
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Caracterizacién genotipica de la resis-
tencia: se realizd en el “Servicio de Anti-
microbianos del INEI-ANLIS “Carlos G.
Malbran” mediante PCR con cebadores
especificos para amplificar genes que codi-
fican para metaloenzimas.

Resultados

Los tres aislamientos estudiados fueron
identificadas como R putida mediante el sis-
tema automatizado Vitek y pruebas bioqui-
micas manuales convencionales.

Los valores de las CIMs de colistina: <0,5
ug/mi; ciprofloxacina: < 0,25 ug/ml; amica-
cina <2 ug/ml, fueron interpretados como
sensibles para los tres aislamientos, no ocur-
riendo lo mismo para los carbapenemes:
imipenem y meropenem (CIM> 64 ug/ml).

En los tres aislamientos se observd un
incremento en los halos de imipenem y
meropenem en cercanias del disco de
EDTA (método de aproximacion de discos),
lo cual convirtid el aislamiento en sospe-
choso de la presencia de MBL (Figura 1).

Los valores de las CIMs (método epsilo-
métrico) para imipenem y meropenem en
medio Mueller Hinton sin y con el agregado

Figura 1: Ensayo de
sinergia por aproxima-
cion de discos
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de EDTA 0,4 mM, se muestran en la tabla 1
y fueron indicativos, en los tres aislamientos,
de alta sospecha de la existencia de MBL.
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Con el fin de detectar el mecanismo enzi-
méatico de resistencia a carbapenemes, se
realizd6 el método de Masuda, utilizando

Tabla 1. Valores de CIMs (ug/ml) en medio M. Hinton con y sin el agregado de EDTA.

CIM IMIPENEM MEROPENEM
M.HINTON M.HINTON
Coon s M.HINTON + M.HINTON +
pag’iente EDTA EDTA
1 32 15 >32 15
2 ~32 1 ~32 2
3 ~32 0,75 >32 2

los extractos enzimaticos (EE), obtenidos a
partir de los cultivos de las bacterias prove-
nientes de los tres aislamientos, resultando perados de los tres pacientes en estudio,

positivo (Figura 2).

Figura 2. Ensayo Microbiolégico de Masuda

También se realiz6 el método de Hodge
modificado, usando los aislamientos recu-
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observandose una deformacion en el halo
de inhibicion, test (+) (Figura 3).

Figura 3. Ensayo de Hodge Modificado.
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Se confirmé mediante PCR, que los tres
aislamientos eran portadores del gen bla,,,

que codifica para una metalo-B-lactamasa
del tipo VIM.

Discusién

P putida, es un microrganismo que tiene
un bajo potencial patégeno para la mayo-
rla de los pacientes, con la excepcion
de aquellos que presentan algun tipo de
inmunocompromiso (9), habitualmente se
encuentra como microbiota colonizante de
pacientes que han recibido un prolongado
esquema con antibiéticos en las unidades
de cuidados intensivos o0 han permane-
cido hospitalizados por largos periodos de
tiempo (2).

En el presente trabajo, los pacientes no
eran inmunocomprometidos, pero posefan
factores de riesgo relacionados al inmuno-

compromiso: corta edad, y ademas otros
factores como muiltiples cursos de antibio-
ticos, presencia de catéteres de larga per-
manencia y cirugias previas con disrupcion
y pérdida de integridad de la piel.

El primer aislamiento de P putida con
MBL recuperado en el ano 2006 (paciente
1), se obtuvo a partir de un catéter ventricu-
lar de una paciente con craneofaringioma,
que luego de ser sometida a cirugfa, desa-
rrollé hidrocefalia y posterior pioventriculitis.
No se han reportado en la bibliografia inter-
nacional pioventriculitis por P putida con
MBL, pero si se han descriptos casos en la
literatura mundial de hemocultivos positivos
y sepsis relacionadas a catéteres de corta
permanencia en pacientes con cancer (14).

Los aislamientos de los pacientes 2y 3
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ocurridos en los anos 2011 y 2012, fueron
recuperados de muestras de orina recogi-
das posteriores al alta hospitalaria de estos
pacientes, quienes, fueron atendidos por
consultorio externo. Merece destacar que
ambos pacientes permanecieron hospi-
talizados, en nuestra institucion, por largo
tiempo ya que sufrian malformaciones del
arbol urinario y fueron sometidos a mdltiples
cirugias reconstructivas, lo que hace sospe-
char el origen hospitalario de los aislamien-
tos. (2, 10,15, 16).

Si bien la caracterizacion fenotipica y la
portacion de la MBL tipo VIM en los 3 ais-
lamientos, hace pensar, que podria tratarse
de cepas relacionadas genéticamente,
no podemos asegurarlo, debido a que no
hemos realizado estudios de clonalidad en
el presente trabajo.

Hasta la fecha no hemos detectado este
mecanismo de resistencia en otras espe-
cies distintas de P putida, siendo estos 3
casos, los primeros encontrados en nues-
tra institucion.

Los tres aislamientos de P putida fue-
ron productores de MBL. Resultando, para
nosotros, el ensayo de sinergia por aproxi-
macion de discos una técnica de screening
de gran utilidad debido al bajo costo, su
facil realizacion, la rapidez vy la elevada sen-
sibilidad; sin embargo, algunos autores han
comunicado que no resultan absolutamente
sensibles (7).

El método microbiolégico para detectar
mecanismos de resistencia enzimatica a
partir de extractos celulares (EE) resultd, en
nuestra experiencia, mas facil de visualizar
que el método de Hodge modificado (13).
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Conclusiones

La resistencia a los carbapenemes que
presentaron los tres aislamientos de P
putida fue debida a la presencia de una MBL
tipo VIM, siendo el ensayo de sinergia por
aproximacion de discos, un screening de
gran utilidad para detectar este mecanismo.

La deteccion de estas enzimas fue impor-
tante para la toma de medidas de control
epidemiolégico debido a que las mismas se
hallan codificadas en elementos genéticos
moviles. El reconocimiento temprano de
estos mecanismos de resistencia previene
suU propagacion generalizada, en particu-
lar entre los patdgenos emergentes gram-
negativos, no fermentadores de glucosa
como Pseudomonas spp. y Acinetobacter
baumannii.

El tratamiento antimicrobiano oportuno y
adecuado se realizara en base a las CIMs
de los antimicrobianos no afectados por
este mecanismo y tiene por objeto lograr
una mejor sobrevida del paciente.
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