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RESUMEN

Se estudiaron 91 aislamientos de Pseudomonas aeruginosa resistentes a carbapenemes con el objetivo de conocer
la prevalencia de metalo-β-lactamasas y evaluar la habilidad del ensayo de inhibición empleando discos de EDTA
(1 µmol) en su detección. Se determinó la presencia de carbapenemasas en 10 (11%) de los aislamientos recupera-
dos. La sensibilidad a aztreonam en los aislamientos resistentes a ambos carbapenemes resultó un buen predictor
de la presencia de estas enzimas. Dichas carbapenemasas correspondieron a la enzima VIM-2 en tres de ellos y a
VIM-11 en otros siete. En todos los casos los genes codificantes de estas enzimas se encontraron localizados en
integrones de clase 1 seguidos corriente abajo de genes codificantes de enzimas acetilantes de antibióticos
aminoglucosídicos. El ensayo de detección fenotípica de metalo-β-lactamasas empleando discos de EDTA mostró
un 100% de especificidad y sensibilidad en la detección de estas enzimas en la población de Pseudomonas aeruginosa
analizadas.
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ABSTRACT

Prevalence of metallo-β-lactamase in carbapenem resistant Pseudomonas aeruginosa at an University Hos-
pital of Buenos Aires City. The present study was conducted to estimate the prevalence of metallo-β-lactamases in
91 consecutive carbapenem resistant Pseudomonas aeruginosa isolates, recovered from inpatients at Hospital de
Clínicas in Buenos Aires. Both, phenotypic and genotypic methods detected the presence of carbapenemases in 10
(11%) isolates, corresponding to VIM-11 in 7/10 and VIM-2 in the others. Codifying genes were all included in class
1 integrons, upstream genes coding for aminoglycoside modifying enzymes. One hundred percent sensitivity and
specificity was achieved by the metallo-β-lactamases phenotypic screening method using EDTA (1 µmol) disks in the
Pseudomonas aeruginosa isolates included in this study. Sensitivity to aztreonam in carbapenem resistant isolates
was suspicious of the presence of these enzymes.
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INTRODUCCIÓN

Pseudomonas aeruginosa constituye uno de los
patógenos aislados con mayor frecuencia en pacientes
internados. El tratamiento de las infecciones graves cau-
sadas por este microorganismo suele ser dificultoso ya
que, por un lado P. aeruginosa es naturalmente resisten-
te a una gran variedad de antimicrobianos y, además,
puede adquirir mecanismos de resistencia para práctica-
mente la totalidad de los antimicrobianos disponibles para
su tratamiento. Por ello, es cada vez más frecuente la
necesidad de emplear los carbapenemes, antibióticos β-
lactámicos de amplio espectro y con actividad contra la
mayoría de los patógenos, con la consiguiente selección

de aislamientos resistentes que se refleja en el 26% de
resistencia a ambos carbapenemes informado por el pro-
grama de relevamiento de la resistencia SIR (Sistema
Informático de Resistencia) para el período 2002-2003
(Informe SIR 2002-2003, www.aam.org.ar).

P. aeruginosa puede exhibir resistencia tanto en for-
ma disociada a imipenem (IMI) o meropenem (MER) como
también a ambos carbapenemes simultáneamente. La
resistencia sólo a MER está frecuentemente asociada a
la hiperproducción del sistema de eflujo constitutivo MexA-
MexB-OprM (12). Por su parte, el mecanismo de resis-
tencia a IMI más común es la impermeabilidad originada
por el déficit de la proteína OprD (21), sumado a  la pre-
sencia de β-lactamasas cromosómicas tipo AMP-C (11).
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En algunas ocasiones la expresión del sistema de eflujo
denominado MexE-MexF-OprN podría estar implicado en
la resistencia a IMI (12). La resistencia simultánea a am-
bos carbapenemes indica, o bien la co-existencia de di-
chos mecanismos, o la producción de enzimas con ca-
pacidad de hidrolizarlos, denominadas carbapenemasas
(10). Estas pueden corresponder a serino-enzimas o
metalo-β-lactamasas (MBLs). Las serino-carbapenema-
sas son enzimas de clase A o D de Ambler (1) y son
responsables, en general, de la resistencia a carba-
penemes en enterobacterias y Acinetobacter spp., res-
pectivamente. Las MBLs, pertenecientes a la clase B de
Ambler, y al grupo 3 de la clasificación de Bush et al. (4),
constituyen las carbapenemasas adquiridas de mayor
relevancia clínica ya que tienen capacidad de hidrolizar
a todos los antibióticos β-lactámicos, excepto el aztreo-
nam (AZT) y no ser inhibidas por los inhibidores suici-
das. En cambio, quelantes como el EDTA, el ácido
dipicolínico o derivados del ácido succínico, entre otros,
interaccionan con el Zn2+, necesario para su acción, pero
ninguno de ellos presentó utilidad clínica (10).

Existen dos tipos dominantes de MBLs, IMP y VIM,
cada uno con múltiples variantes alélicas (18). Las
enzimas tipo IMP fueron descriptas inicialmente en Ja-
pón en 1991 y han sido comunicadas frecuentemente en
enterobacterias y bacterias gram-negativas no fermen-
tadoras (25), mientras que las VIM fueron detectadas
originalmente en Europa en 1999, y han sido descriptas
fundamentalmente en P. aeruginosa y otros no fermen-
tadores (7). La enzima SPM-1, descripta en 1997, y la
GIM-1 son también MBLs, cuyas secuencias difieren
significativamente de las enzimas tipo IMP y VIM (5, 23).
Recientemente se ha reportado una nueva MBL denomi-
nada SIM-1 (8). Prácticamente todos los genes codi-
ficantes conocidos de las enzimas tipo IMP y VIM, así
como GIM-1, se encuentran como genes en cassette lo-
calizados en integrones de clase 1, asociados a genes
codificantes de enzimas modificadoras de amino-
glucósidos (22, 24). Aunque pueden localizarse en
integrones de clase 3 (24). Los integrones tienen la ca-
pacidad de reclutar genes en cassette por un mecanis-
mo de recombinación sitio específico entre un elemento
de 59 pares de bases en el gen en cassette y el sitio attI1
en el integrón (22). Si bien los genes en cassette tienen
la posibilidad de desplazarse de un integrón a otro, estos
últimos no son un sistema eficiente de transferencia en-
tre bacterias y por lo tanto no es inusual su inclusión dentro
de otros elementos como transposones o plásmidos.

En los últimos años se ha registrado a nivel mundial, es-
pecialmente en Europa y Asia, un notable incremento en el
informe de nuevas MBLs y en la diseminación entre mi-
croorganismos relacionados e incluso no relacionados (9, 13).
Sin embargo, en nuestro país la presencia de estas enzimas
fue detectada por primera vez en el año 2002 (19). Debido a
que la resistencia a carbapenemes en P. aeruginosa, a dife-
rencia de lo que sucede con las enterobacterias, es frecuen-

te en nuestro medio y considerando que distintos mecanis-
mos pueden contribuir a la misma, es probable que sin la
búsqueda activa, la participación de las MBLs en los aisla-
mientos clínicos haya sido subestimada.

Teniendo en cuenta la capacidad de los quelantes para
interactuar con el Zn2+ del sitio activo, muchos ensayos
fenotípicos empleados en la detección de MBLs han
empleado distintas combinaciones de este tipo de
inhibidores (24). Sin embargo, ningún método fenotípico
ha sido suficientemente estandarizado o recomendado
para la temprana detección de MBLs en el laboratorio de
bacteriología en la atención primaria.

En este sentido se encaró un estudio destinado a co-
nocer la prevalencia de MBLs en P. aeruginosa resisten-
tes a carbapenemes en un Hospital Universitario de Bue-
nos Aires donde se observa un nivel de resistencia com-
parable al informado a nivel nacional (26%). También se
propuso evaluar la habilidad del ensayo de inhibición em-
pleando discos de EDTA en la detección de estas enzimas.

MATERIALES Y MÉTODOS

Microorganismos: se estudiaron 91 aislamientos consecu-
tivos y no repetitivos de P. aeruginosa provenientes de pacien-
tes internados en distintas salas del Hospital de Clínicas “José
de San Martín”, obtenidos en dos cortes de prevalencia. El pri-
mer corte correspondió a dos meses: junio-julio del 2002 (n=8) y
el segundo a un año calendario: diciembre 2003 - diciembre
2004 (n=83). En ambos casos el criterio de selección de los
microorganismos fue la resistencia a MER y /o IMI, determinado
por el método de dos concentraciones de Marcenac et al. (14),
utilizando los criterios de sensibilidad del CLSI (ex NCCLS) (16).

Caracterización fenotípica de la resistencia
Determinación de la sensibilidad: se determinó la sensibili-

dad a distintos antibióticos β-lactámicos y no β-lactámicos por el
ensayo de difusión en medio sólido según las recomendaciones
del CLSI (17). Se ensayaron los siguientes antibióticos: piperacilina
(100 µg) (PIP), piperacilina-tazobactam (100/ 10 µg) (PTZ),
ceftacidima  (30 µg) (CAZ), cefepima (30 µg) (FEP), AZT (30 µg), IMI
(10 µg), MER (10 µg), amicacina (30µg) (AKN), gentamicina (10 µg)
(GEN), cipro-floxacina (5 µg) (CIP), (Laboratorio Britania, Argentina).

Detección fenotípica de MBLs: se empleó una modifica-
ción del ensayo de sinergia descripto inicialmente por Arakawa
(2). Para ello se inocularon las placas según las recomendacio-
nes del CLSI para la prueba de difusión por disco. Se colocaron
discos conteniendo EDTA (1 µmol) y discos comerciales conte-
niendo CAZ, IMI y MERO, a 15 mm de distancia de centro a
centro, del primero. Un agrandamiento (“efecto huevo”) en el
halo de inhibición del disco conteniendo el antibiótico en la zona
adyacente al disco conteniendo el inhibidor, fue interpretado
como posible presencia de MBL.

Caracterización genotípica de la resistencia
Detección de la presencia de los genes codificantes de

las MBLs: se amplificaron los genes codificantes por la reac-
ción en cadena de la polimerasa (PCR) empleando cebadores
para las familias de MBLs más ampliamente diseminadas, utili-
zando como molde ADN total. Se emplearon los siguientes pa-
res de oligonucleótidos (5´-3´):

IMP-AF: GAAGGCGTTTATGTTCATACTT, IMP-AR: GTTTT-
GCCTTACCATATTTGGA

VIMG-F: ATGGTGTTTGGTCGCATATC, VIMG-R: TGGG-
CCATTCAGCCAGATC



Metalo-β-lactamasas en Pseudomonas aeruginosa 35

Los parámetros de amplificación fueron: 95 °C, 5 minutos;
seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 95 °C, 1 minuto a 52 °C, 1
minuto a 72 °C, y un período de extensión final de 20 minutos a
72 °C.

Determinación de la localización de los genes codifican-
tes de MBLs: empleando como molde ADN total se amplifica-
ron los genes codificantes de la integrasa y el fragmento corres-
pondiente a la región variable de integrones de clase 1, emplean-
do los pares de oligonucleótidos (5'-3') que se detallan más ade-
lante. Los parámetros de amplificación fueron: 95 °C, 5 minutos;
seguido de 30 ciclos de 95 °C 1 minuto, 52 °C 1 minuto y 72 °C 2
minutos, y un período de extensión final de 20 minutos a 72 °C.

IntI1 R: GCGTTCGGTCAAGGTTCTGG, IntI1 F: ACCGCC-
AACTTTCAGCACAT,

3’CS: AAGCAGACTTGACCTGA, 5’CS: GGCATCCAAG-
CAGCAAG

A su vez, empleando como molde los fragmentos amplifica-
dos de región variable, se intentó la amplificación de los genes
codificantes de las MBLs detectadas en el punto anterior, em-
pleando los mismos cebadores y parámetros de amplificación.

Secuenciación de los productos amplificados: se deter-
minaron las secuencias nucleotídicas de los distintos fragmentos
amplificados empleando el sistema ABI Prism DNA 3700. Se
empleó la herramienta Blast (Basic Local Alignment Search Tool)
del NCBI (National Center for Biotechnology Information) para
comparar las secuencias obtenidas con las secuencias génicas
depositadas en base de datos (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

Determinación del valor predictivo del ensayo de sensi-
bilidad a AZT en la detección de MBLs: se calculó el valor
predictivo positivo (VP+) y el valor predictivo negativo (VP-) en
los aislamientos resistentes a ambos carbapenemes. Se em-
plearon las siguientes fórmulas:

VP+ = verdaderos positivos / verdaderos positivos + falsos
positivos

VP- = verdaderos negativos/ verdaderos negativos + falsos
negativos

Verdaderos positivos: total de aislamientos productores de
MBLs, detectados por amplificación por PCR de los genes
codificantes, y detectados también por presentar sensibilidad a AZT.

Falsos positivos: total de aislamientos sensibles a AZT don-
de no se detectaron genes codificantes de MBLs por PCR.

Verdaderos negativos: total de aislamientos donde no se
detectó la presencia de genes codificantes de MBLs por PCR y
que resultaron resistentes a AZT.

Falsos negativos: total de aislamientos donde se detectó la
presencia de genes codificantes de MBLs por PCR y que resul-
taron resistentes a AZT.

Tipificación molecular de los aislamientos productores
de MBLs: se empleó la técnica de amplificación de secuencias
repetitivas por la reacción en cadena de la polimerasa (REP-
PCR). Se emplearon los siguientes cebadores: REP-1:
IIIGCGCCGICATCAGGC, REP-2: ACGTCTTATCAGGCCTAC

Las condiciones de amplificación fueron: 2 minutos a 94 °C,
seguido de 30 ciclos de 94 °C, 30 segundos; 50 °C, 1 minuto;
72 °C, 4 minutos, y un período de extensión final de 7 minutos
a 72 °C. Los productos amplificados se resolvieron en gel de
agarosa al 1,5 % a 4,6 V/cm durante 3 horas. Se generó una
matriz de similitud empleando el programa RAPDistance ver-
sión 1,4 (3), aplicando el coeficiente de Jaccard y luego se creó
un dendrograma basado en el algoritmo UPGMA (unweighted
pair group method with arithmetic averages) (6).

RESULTADOS

Caracterización fenotípica de la resistencia
Los perfiles de resistencia de los aislamientos fueron

muy variados. Cinco de ellos fueron resistentes sólo a IMI
y 6 lo fueron sólo a MER. El resto de los microorganismos,

80, fueron resistentes a ambos carbapenemes. La sensi-
bilidad a los otros antibióticos ensayados se observan en
la Tabla 1. Catorce aislamientos (17%) pertenecientes a
este último grupo fueron resistentes a la mayoría de los
antibióticos incluidos en el ensayo, pero resultaron sensi-
bles a AZT. El VP+ de la sensibilidad a AZT en la detec-
ción de MBLs, en los aislamientos resistentes a ambos
carbapenemes fue de 71%, mientras que el VP- 100%.

La detección fenotípica de MBLs fue positiva en 10/
91 aislamientos, 1 correspondiente al primer corte y 9
correspondientes al segundo. Todos los aislamientos pro-
ductores de MBLs fueron resistentes a ambos carba-
penemes. Si bien se ensayaron en todos los casos la
confrontación de IMI, MER y CAZ vs. EDTA, con CAZ se
obtuvieron resultados reproducibles y más fáciles de ob-
servar comparado con los carbapenemes. En la Figura 1

Tabla 1. Porcentajes de sensibilidad a los distintos antibióticos
ensayados

Antibióticos Aislamientos Total de
Meropenem R/ aislamientos

Imipenem R (n= 80) (n= 91)

Piperacilina 10 11

Piperacilina-tazobactam 20 22

Ceftacidima 24 27

Cefepima 34 35

Aztreonam 17 18

Imipenem 0 7

Meropenem 0 6

Ciprofloxacina 1 2

Gentamicina 2 2

Amicacina 9 9

R: resistente.

Figura 1. Ensayo de detección fenotípica de MBLs.
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se observa la sinergia entre EDTA-CAZ y EDTA-IMI. La
sensibilidad y especificidad del ensayo de detección
fenotípica fueron del 100%.

Caracterización genotípica de la resistencia
En 10 aislamientos se amplificó un fragmento de

aproximadamente 0,4 kb cuando se emplearon los ini-
ciadores para genes codificantes de enzimas tipo VIM,
mientras que los resultados de los restantes aislamien-
tos fueron negativos cuando se investigó la presencia de
genes vim e imp. Estos 10 aislamientos productores de
enzimas tipo VIM correspondieron a los mismos que fue-
ran detectados por el ensayo de detección fenotípica
empleando EDTA.

En los 10 aislamientos fue positiva la detección de la
presencia de integrones de clase 1 por amplificación de
intI1. Distintos fragmentos fueron obtenidos al amplificar
la región variable de estos integrones. En 2 de los
microorganismos se detectó la presencia de dos frag-
mentos correspondientes a regiones variables de aproxi-
madamente 2,3 kb y 1,8 kb, en 5 de ellos un solo frag-
mento de aproximadamente 1,8 kb, y en los 3 restantes
un fragmento de 1,7 kb. Empleando, a su vez, como molde
estos fragmentos correspondientes a regiones variables
se detectó la presencia del gen codificante de una enzi-
ma tipo VIM. En el primer caso se detectó la presencia
de vim en el fragmento de 1,8 kb y no en el de 2,3 kb.

La secuenciación de los fragmentos amplificados per-
mitió identificar la presencia del gen vim-11 (20) en las
regiones variables de 1,8 kb, mientras que en las regio-
nes variables de 1,7 kb se detectó el gen codificante de
la enzima VIM-2. En todos los casos corriente abajo de
los genes vim, en las regiones variables, se encontraron
genes codificantes de enzimas modificadoras de
aminoglucósidos de tipo acetilante.

Tipificación molecular
El dendrograma que resulta de analizar los perfiles

electroforéticos obtenidos por REP-PCR muestra diferen-

cias entre los aislamientos productores de MBLs inclui-
dos en este estudio, indicando que no corresponden a
un único clon.

DISCUSIÓN

Si bien los resultados obtenidos pertenecen a un solo
centro y la situación epidemiológica es particular para
las distintas instituciones del país, es importante notar
que la prevalencia de MBLs en aislamientos de P.
aeruginosa resistentes a carbapenemes, resultó al me-
nos del 11%.

Los aislamientos productores de MBLs incluidos no
correspondieron a un único clon, éstos fueron resisten-
tes a ambos carbapenemes y a prácticamente la totali-
dad de los antibióticos ensayados excepto AZT, perfil que
se observó también en 4 de los aislamientos no produc-
tores de MBLs. Por lo tanto, si bien la inclusión del disco
de AZT en el antibiograma no tendría criterio clínico (24),
la sensibilidad al mismo resultó un buen predictor de la
presencia de este tipo de MBLs en P. aeruginosa resis-
tentes a carbapenemes. En otros trabajos se han repor-
tado microorganismos productores de MBLs resistentes
a AZT, aunque esta resistencia quizás estaría mediada
por otros mecanismos de resistencia presentes en P.
aeruginosa y no por la hidrólisis enzimática de dicha dro-
ga mediada por MBLS. En este sentido, la resistencia a
AZT en P. aeruginosa resistente a carbapenemes no des-
cartaría la presencia de MBLs (24).

El método de detección de MBLs ensayado presentó
un 100% de sensibilidad y especificidad en la población
de P. aeruginosa estudiada en la cual se detectaron úni-
camente enzimas de tipo VIM. Por el contrario, Marchiaro
et al. han descripto fallas en la detección de MBLs em-
pleando discos conteniendo EDTA (15). Por lo tanto re-
sulta conveniente evaluar el método de detección de
MBLs en otros microorganismos y en presencia de otros
tipos de MBLs emergentes, en particular SPM-1, que se
disemina rápidamente en Brasil. En este sentido resulta

Figura 2. Dendrograma de similitud de los aislamientos productores de MBLs.
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necesario continuar con estudios que permitan evaluar
la evolución de la prevalencia de las MBLs.

Los genes codificantes de las MBLs se encontraron,
en todos los casos, como genes en cassette en la región
variable integrones de clase 1, y teniendo en cuenta que
estos elementos genéticos se encuentran ampliamente dis-
tribuidos en bacilos gram-negativos, este hecho podría fa-
vorecer la rápida adquisición de genes codificantes de
MBLs por parte de microorganismos relacionados e inclu-
so no relacionados. A su vez, estos integrones suelen lo-
calizarse dentro de elementos móviles como transposones
o plásmidos conjugativos, lo cual incrementa la capacidad
de diseminación de estos genes de resistencia.
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