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Resistencia a carbapenemes en Pseudomonas aeruginosa en un periodo de 10 afios en el
Hospital Rawson.

Carbapenems resistance in Pseudomonas aeruginosa during a 10-year period at Rawson Hospital.

Luisa A. Orecchini, Teresa Lopez, Ana Littvik

Resumen

Antecedentes: Pae es un bacilo gram negativo no fermentador que se asocia a infecciones noso-
comiales y en inmunocomprometidos. Posee una gran variedad de mecanismos de resistencia nat-
ural, y una gran capacidad para adquirir mecanismos nuevos de resistencia. La resistencia a
carbapenemes puede ser por mecanismos de impermeabilidad, bombas de eflujo o enzimatica
(produccion de carbapenemasas).

Objetivos: determinar los mecanismos prevalentes de resistencia a carbapenemes en Pae y como
fueron evolucionando en el periodo de tiempo seleccionado.

Materiales y métodos: se recolectaron 372 cepas de Pae en un periodo de 10 anos. Las cepas
fueron identificadas por pruebas bioquimicas y se les realizo prueba de sensibilidad por difusion con
discos y la presencia de un mecanismo enzimatico de resistencia, por el método microbiolégico de
Masuda

Resultados: los mecanismos de resistencia a carbapenemes para eflujo en el afio 2000 fueron de
50%, 2001 16,6%, 2002 6,3%, 2003 23,9%, 2004 18%, 2005 8,8%, 2006 17,8%, 2007 31,8%, 2008
2,5%, 2009 5,2%.; para impermeabilidad 2000 de 33%, 2001 21,4%, 2002 8,5%, 2003 30,4%, 2004
14,7%, 2005 28,8%, 2006 23,5%, 2007 13,6%, 2008 2,5%, 2009 5,2%.

El test microbiolégico fue negativo para todas las cepas estudiadas.

Conclusién: en nuestra institucion la resistencia a carbapenemes en este periodo, fue por imper-
meabilidad y aumento en la expresion de las bombas de eflujo, y no enzimatica. Esto es muy impor-
tante desde el punto de vista epidemioldgico ya que la diseminacioén de cepas portadoras de
mecanismos de resistencia enzimatica por transmision horizontal es muy rapida.

Backgrounds: Pae is a non-fermenting, Gram-negative bacillus that is associated with nosocomial
infections and can easily be transmitted through the hands of health staff from patient to patient. Pae
has a wide variety of natural resistance mechanisms and a great capacity to acquire new resistance
mechanisms or to increase the expression of their natural resistance. Carbapenems resistance may
be offered by impermeability mechanisms, increase in the efflux or enzymatic pump (production of
carbapenemases).

Purpose: To determine prevailing carbapenems resistance mechanisms in Pae and their evolution.
Materials and methods: 372 Pae strains were collected during a ten-year period. The strains were
identified through biochemical tests and performed a sensitivity test through diffusion and microbio-
logical method.
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Results: carbapenems resistance mechanisms for efflux in the year 2000 were , 50%; 2001 16.6%,
2002 6.3%, 2003 23.9%, 2004 18%, 2005 8.8%, 2006 17.8%, 2007 31.8%, 2008 2.5%, 2009 5.2%.
As regards impermeability: 2000 33%, 2001 21.4%, 2002 8.5%, 2003 30.4%, 2004 14.7%, 2005
28.8%, 2006 23.5%, 2007 13.6%, 2008 2.5%, 2009 5.2%.

The microbiological test was negative for all studied strains.

Conclusion: carbapenems resistance during this period was offered by impermeability and an in-
crease in the expression of the efflux mechanism, not by enzymatic mechanism in our hospital. This
is a very important issue from an epidemiological point of view because of the rapid horizontal trans-
mission of the strains with this resistance mechanism.

Introduccioén

Pseudomonas aeruginosa (Pae) es un bacilo
gram negativo no fermentador que se asocia a in-
fecciones nosocomiales y en inmunocomprometi-
dos ya que posee la capacidad de sobrevivir tanto
en ambientes humedos como antisépticos, aguas
de dialisis, etc., como asi también en superficies
solidas, equipos hospitalarios como ventilacion
mecanica respiratoria, equipos de dialisis, etc., "
2, Esto implica un problema hospitalario ya que la
misma puede transmitirse facilmente a través de
las manos del personal de salud de paciente a pa-
ciente ['.2 Por eso es necesario extremar las pre-
cauciones para evitar la transmision de este
microorganismo, ya sea que este bacilo no fer-
mentador esté colonizando o produciendo infec-
cion.

Pae posee una gran variedad de mecanismos de
resistencia natural, y también una gran capacidad
para adquirir mecanismos nuevos de resistencia
o de aumentar la expresion de su resistencia nat-
ural. Este hecho provoca gran preocupacion den-
tro del ambiente hospitalario, ya que Pae puede
adquirir rapidamente resistencia a muchas dro-
gas antimicrobianas, y de esta manera perjudicar
seriamente la vida del paciente.

Pae ademas es capaz de adquirir multiples
mecanismos de resistencia de manera tal que el
perfil de sensibilidad raramente revela un mecan-
ismo puro de resistencia, sino que es una suma-
toria de varios mecanismos de resistencia.
Resistencia a beta lactamicos

Puede ser por impermeabilidad, bombas de eflujo
0 inactivacion enzimatica.
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Por impermeabilidad es resistente natural a
macrolidos y glicopéptidos.

La porina oprF es la principal de Pae, su tamafo
es pequeno por lo tanto muchos antibiéticos
quedan excluidos, y a su vez la escasa cantidad
de antibidtico que ingresa favorece el mecanismo
de accion de las beta lactamasas que rapida-
mente lo hidrolizan Bl. La porina oprD permite el
ingreso de los aminoacidos basicos, la disminu-
cidon de su expresion produce resistencia a
imipenem ® 5 81y sensibilidad disminuida a
meropenem [3:5.81. | a pérdida de la porina se debe
a la inactivacion del gen que regula su expresion
[5. 6],

La bomba de eflujo MexEF oprN, que confiere re-
sistencia a quinolonas esta co- regulada con la
expresion de oprD, la expresion de la bomba de
eflujo produce una disminucién de la expresion
de la porina, por lo tanto también produce re-
sistencia a imipenem 5671,

En cuanto a las bombas de eflujo MexA MexB
oprM es constitutiva y se expresa en bajo nivel B,
confiriendo resistencia a ampicilina, cefalospori-
nas de primera y segunda generacion. Cuando
se aumenta su expresidon confiere resistencia
afectando primero a aztreonam y ticarcilina, luego
cefepime y meropenem y luego piperacilina, cef-
tazidima doripenem vy ciprofloxacina .5 6.8l

La bomba de eflujo Mex CD oprd produce re-
sistencia a cefalosporinas de cuarta generacion
como cefepime 1,

En relacion a la produccion de enzimas Pae
posee una cefalosporinasa cromosémica in-
ducible no inhibible por clavulanico, sulbactam ni
tazobactam que le brinda resistencia natural a
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ampicilina, amoxicilina clavulanico, ampicilina sul-
bactam, cefalosporinas de primera y segunda
generacion Bl. Los antibiéticos que inducen la pro-
duccion de esta enzima son &cido clavulanico y
los carbapenemes, estos ultimos son resistentes
a la accioén de la enzima Bl. A diferencia de la en-
terobacterias la frecuencia de mutacion del AmpD
es muy baja por lo tanto la derrepresion es infre-
cuente, la misma suele verse mas frecuente-
mente en fibroquisticos, esto podria deberse a la
hipermutabilidad que tienen las cepas de estos
pacientes 6. Sin embargo es mas frecuente su
hiperproduccion B,

Las betalactamasas de espectro ampliado que
adquieren mas frecuentemente son PSE CARB y
OXA, otras como TEM 1, TEM 2 y SHV 1 son
poco frecuentes. Brindan resistencia a pipera-
cilina y se mantienen sensibles a ceftazidima,
aztreonam, y carbapenemes Bl

Las betalactamasas de espectro extendido en-
contradas mas frecuentemente son GES y OXA,
y las menos frecuentes son PER y VEB. Con-
fieren resistencia a penicilinas, cefalosporinas y
monobactames 5}

Las carbapenemasas son betalactamasas que
actuan sobre todos los carbapenemes aparecidos
hasta ahora ©l. Se clasifican en metalo betalacta-
masas (MBL) si contienen en su sitio activo una
molécula de zinc perteneciendo al grupo 3 de la
clasificacion de Bush Jacoby y Medeiros; vy al
grupo 2 serin betalactamasas si contienen un
grupo serin en su sitio activo.

Las MBL son mas frecuentes en Pae; son in-
hibidas por agentes quelantes de cationes diva-
lentes como EDTA debido a la presencia de Zn
en su molécula. Esta enzima confiere resistencia
todos los betalactamicos excepto a aztreonam [,
No es inhibible por acido clavulanico, sulbactam
ni tazobactam & 10, En 1990 se detectd el primer
caso de carbapenemasas (IMP-1) en Pae en
Japon?y luego se describieron numerosas: VIM,
SPM, IMP, GIM " 4.5.10. 11 en diferentes paises:
Italia (Verona), en Francia, en Brasil y en Alema-
nia [12].

Objetivos
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Determinar los mecanismos de resistencia a car-
bapenemes en Pae prevalentes en nuestro
medio.

Describir como han evolucionado dichos mecan-
ismos a lo largo del periodo considerado.

Materiales y Métodos

Se recolectaron 372 cepas de Pae de diferentes
muestras clinicas durante un periodo de 10
afios comprendido entre 2000 y 2009 De las mis-
mas fueron seleccionadas 85 cepas que
mostraron sensibilidad disminuida o resistencia a
carbapenemes de acuerdo a las normas CLSI
2009 [13], tomando como punto de corte para
sospecha de carbapenemasa un diametro de
imipenem menor o igual a 21mm.

Las muestras estudiadas fueron analizadas
segun el protocolo WHONET (Programa de Vigi-
lancia de resistencia de la OMS) 'Y y corre-
spondieron a muestras respiratorias, orina,
sangre y catéter.

Fueron identificadas a través de: coloracion de
Gram, deteccion de citocromo oxidasa,
demostracion de metabolismo no fermentativo en
TSI, utilizacién de citrato, produccion de arginina
dehidrolasa, gelatinasa y pigmento (piocianina).
Se les realizé antibiograma por difusion con dis-
cos por el método de Bauer y Kirby ['1a los sigu-
ientes antimicrobianos: ceftazidima (30ug);
cefepime(30ug); imipenem(10ug); meropenem
(10ug); polimixina (300u); piperacilina tazobactam
(100/10ug); ciprofloxacina (5ug); piperacilina
(100ug); aztreonam (30ug); gentamicina (10ug),
amikacina (30ug). Se interpretaron los resultados
de los halos de inhibicién en las categorias de
sensible, intermedio o resistente de acuerdo a las
normas CLSI 2009 '3, Se le colocé un disco de
EDTA/SMA, entre los discos de meropenem e
imipenem como screening para detectar la pres-
encia de MBL.

A las cepas sospechosas de poseer una car-
bapenemasa se le realizé el test confirmatorio de
resistencia enzimatica Masuda, mediante la téc-
nica descripta por Machiaro y col [, Se hizo una
suspension bacteriana densa en tubos eppendorf
conteniendo 200 uL de buffer fosfato 0.01M PH.
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A este indculo se le agregd 300mg de esferas de
zirconio. Se llevo a vortex por mas de 3 minutos.
Luego se centrifugd a mas de 6000 rpm por 20
minutos. Se goted discos de papel de filtro es-
tériles con el 10uL del sobrenadante. Esto se re-
alizé con la cepa problema, un control negativo
(Pae ATCC 27853) y un control positivo
(Pseudomonas putida productora de MBL pro-
vista por el Servicio de Antimicrobianos del Insti-
tuto Malbran) En una placa de Mueller Hinton
hisopada con un inéculo 0.5 Mac Farland de Es-
cherichia coli ATCC 25922, se colocaron los dis-
cos de imipenem y ceftazidima. Los discos con la
cepa en estudio, control positivo y negativo se
colocaron a 3 mm por dentro del borde del halo de
sensibilidad registrado en el ultimo control de cal-
idad interno de la seccion antimicrobianos de nue-
stro hospital.

Resultados

En el periodo analizado se aislaron 372 cepas de
Pae.

Los perfiles de resistencia para ambos car-
bapenemes se observan en la tabla 1.

Atodas las cepas con perfil genotipico compatible
con metalo betalactamasa se les realizo la téc-
nica de Masuda para la deteccion de resistencia
enzimatica, y todas fueron negativas.

En cuanto a los mecanismos de resistencia a car-
bapenemes por eflujo, impermeabilidad y enz-
imatica en el periodo considerado se muestran en
la tabla 2.

No se detecto resistencia enzimatica mediante la
técnica de Masuda.

En los siguientes histogramas se muestran como

fueron variando los porcentajes de resistencia
para los betalactamicos a lo largo del periodo es-
tudiado.

Dichos resultados fueron analizados con el pro-
grama WHONET.

El grafico de resistencia a carbapenemes explica
como se fueron comportando los mecanismos de
resistencia a carbapenemes a lo largo del periodo
estudiado.

Discusion

Las betalactamasas de expectro extendido (TEM,
SHV, PER, VEB, y GES) y las metalobeta lacta-
masas (incluyendo la familia VIM) se han de-
scripto en Europa, Asia y America ['7],

La asociacion de betalactamasas de espectro ex-
tendido y de metalo betalactamasas se encuentra
en raras ocasiones, sin embargo en Argentina se
ha descripto la coexistencia de VIM y GES ['7].
En el hospital Eva Perén Provincia de Buenos
Aires, Argentina, se han detectado en el 2004-
2005 18 cepas con IMP 13 '8, En Argentina el
numero de aislamientos esta en ascenso.

Se han publicado un gran nimero de casos de
Pae multiresistentes; en Texas en 2005-2007 se
realizé un estudio en el cual de 235 aislamiento ,
33 fueron cepas multiresistentes, en cuanto a la
resistencia a carbapenemes , el 44% se debio a
hiperexpresion de MexAB, y solo se encontré un
caso de resistencia enzimatica por VIM [19].

En Francia se publicé un trabajo de prevalencia
en Pseudomonas multiresistentes donde se hall6
que 474 aislamientos, 24 presentaban pérdida de
la porina D2 y un 78% de resistencia a
meropenem de los cuales un 60% presentaban

Afio N Imipotznem Mero&enem Afio N Imipotznem Merogoenem
2000 6 0 50 2005 | 34 14.7 5.9
2001 42 27.5 30.8 2006 | 34 6.7 0
2002 | 47 19.5 17.4 2007 | 44 4.5 9.1
2003 [ 46 30.4 26.7 2008 | 39 12.8 17.9
2004 | 54 18.5 16.7 2009 19 15.8 15.8
Tabla 1

138

Revista de la Facultad de Ciencias Médicas 2010; 67(4):135-140



TRABAJO ORIGINAL

hiperexpresién de bombas de eflujo (un 28% del
total de aislamientos) 29,

N | Eflujo | Impermeabilidad |Enzimatica

2000 6 50 33 0
2001| 42 | 16.6 214 0
2002| 47 | 6.3 8.5 0
2003 | 46 | 23.9 30.4 0
2004 | 54 18 14.7 0
2005| 34 | 8.8 2.8 0
2006| 34 | 17.6 23.5 0
2007 | 44 | 31.8 13.6 0
2008| 39 [ 25 25 0
2009| 19 | 5.2 5.2 0
Total | 365 | 16.1 14.7 0
Tabla 2

En 1990 se detectd6 el primer caso de carbapen-
emasas (IMP-1) en Pae en Japoén [12] y luego se
describieron numerosas: VIM, SPM, IMP, GIM .
45,10, "l en diferentes paises: Italia (Verona), en
Francia ,en Brasil y en Alemania 2

De esta manera la prevalencia de carbapene-
masas se ha incrementado con el paso del
tiempo, diseminandose a Estados Unidos y
Canada con informes de VIM y IMP ['2:

Se han informado en Australia, y en distintos cen-
tros médicos de la India ['2 211,

En Taiwan el primer aislamiento fue en 2001 de
VIM 3. En esta publicacién se encontré una
prevalencia de resistencia enzimatica de 1,9%
para VIM 2y de 28,6% para VIM 3, en 308 cepas
de Pae resistente a carbapenemes 22

Nuestro trabajo demuestra que hay una sumato-
ria de resistencias involucrando varios mecanis-
mos. En nuestra institucion a la fecha (2009), la
resistencia a carbapenemes al igual que en la
mayor parte del mundo se debe a mecanismos
de impermeabilidad e hiperexpresion de bombas
de eflujo pero a diferencia de otras instituciones
de Argentina y el resto del mundo no hubo re-
sistencia por carbapenemasas.
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Conclusiones

En el periodo estudiado no se demostro re-
sistencia enzimatica a carbapenemes Es proba-
ble que los Unicos mecanismos implicados hasta
ahora son por impermeabilidad por pérdida de la
porinas y al aumento de expresién de la bomba
de eflujo
La ausencia de resistencia enzimatica adquiere
gran relevancia desde el punto de vista epidemi-
olégico ya que la transmisién horizontal de este
mecanismo es muy rapida.
La presencia de carbapenemasas confiere una
alta probabilidad de falla de tratamiento y au-
menta la morbimortalidad. Es importante la de-
teccion temprana de las mismas, dentro de las 72
horas de iniciado el tratamiento.
Es imprescindible contar en las instituciones del
cuidado de la salud, con personal entrenado en
la metodologia de deteccion de estos mecanis-
mos de resistencia y en la correcta interpretacion
de una prueba de sensibilidad antimicrobiana
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