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RESUMEN  

 
 

Introducción. Las infecciones nosocomiales ocurren en todo el mundo con tasas 
del 5 al 25%, y conllevan altos índices de morbi-mortalidad. Entre las bacterias 
causales más comunes se encuentran Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter 
spp., que han demostrado resistencia creciente a antimicrobianos. En estas 
infecciones, los carbapenémicos son el último recurso terapéutico; sin embargo, 
los mecanismos de resistencia que poseen las bacterias, entre otros la producción 
de carbapenemasas, pueden nulificar el efecto terapéutico esperado. Las 
carbapenemasas conocidas pertenecen a los grupo A, B y D de las clasificación 
de Ambler. En Pseudomonas aeruginosa predominan las del grupo B. En 
Acinetobacter, las del grupo D. La detección de dichas enzimas se realizan por 
métodos fenotípicos y genotípicos. Entre los primeros, más accesibles, se cuenta 
con la prueba de escrutinio de Hodge modificada (PHM) y la del sinergismo con 
disco combinado.                                                                                          

Objetivos. Determinar la producción de carbapenemasas del grupo B y D en P. 
aeruginosa y Acinetobacter spp. aislados de hemocultivos en el Hospital de 
Infectología del Centro Médico Nacional La Raza.                                            

Material y Métodos. En bacterias viables aisladas de hemocultivos consecutivos, 
se determinó la susceptibilidad a imipenem y meropenem por el método VITEK-2. 
Se realizó la detección fenotípica de carbapenemasas mediante la PHM 
(cualitativa) y la del disco combinado. Para esta se colocaron dos discos de 
imipenem 10 µg separados sobre una placa de agar Mueller Hinton. Uno de los 
discos se combinó con EDTA 730 µg, para identificar metalobetalactamasas 
(MBL), o con oxacilina 1000 µg para las oxacilinasas y se incubaron a 35-37°C 
durante 16-18 h, para P. aeruginosa, y 20-24 h para Acinetobacter spp. La 
evidencia de una hendidura en la parte proximal de disco o forma de trébol definió 
la presencia de carbapenemasas en la PHM;  el incremento en el halo de 
inhibición ≥5mm del disco combinado con EDTA ó ≥3mm del disco combinado con 
oxacilina identificó a las carbapenemasas del grupo B y D, respectivamente.                         

Resultados. Se incluyeron 76 aislados, 50 P. aeruginosa y 26 Acinetobacter spp. 
En el primer grupo, la tasa de resistencia a carbapenémicos fue de 54%; las MBL 
se detectaron en el 85% y oxacilinasas en 7.4%. En el segundo grupo, la tasa 
promedio de resistencia fue de 75%; 97% expresaron MBL y 77% oxacilinasas.  

Conclusión. Entre P. aeruginosa y Acinetobacter spp. resistentes a carbapenemes, 
la producción de metaloenzimas es alta. Considerando que la adquisición de este 
rasgo de resistencia es transferible, para limitar la diseminación resulta imperativo 
tanto implementar métodos diagnósticos rápidos como hacer efectivo el lavado de 
manos.  
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ANTECEDENTES 

 
 
INFECCIONES NOSOCOMIALES 

Las infecciones intrahospitalarias (IIH), también llamadas nosocomiales, son 

complicaciones que los enfermos desarrollan cuando son atendidos en un centro 

sanitario. Dichas entidades se caracterizan por lo siguiente: ocurren 

mundialmente, estimando en 1.4 millones las personas afectadas, con 

prevalencias oscilantes de 5% en hospitales de países desarrollados a más del 

25% de los ingresos en comunidades pobres; generalmente se afectan 

hospederos vulnerables, ya sea por comorbilidades, procedimientos invasivos, 

edad, el estado de inmunidad, cualquier enfermedad subyacente y las 

intervenciones diagnósticas y terapéuticas, pacientes en extremos de la vida, 

enfermedad crónica, como tumores malignos, leucemia, diabetes mellitus, 

insuficiencia renal o VIH/SIDA. Los microorganismos más frecuentes involucrados 

en las infecciones nosocomiales son generalmente bacterias Gram negativas, 

entre las que se encuentran: Escherichia coli, Serratia marcescens, Klebsiella 

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae y Acinetobacter 

baumanni.[1] Finalmente, en las IIH existe un aumento creciente de las 

resistencias a los antimicrobianos, tanto en bacterias Gram positivas como Gram 

negativas, como son Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y las 

enterobacterias, referidos como grupo ESKAPE. Por lo tanto, las características 

epidemiológicas, clínicas y microbiológicas de las IIH conllevan elevada 

mortalidad, del 27.96% (Pseudomonas aeruginosa) al 52% (Acinetobacter 

spp.).[2][3][4][5][6][7] 

 
CARACTERÍSTICAS DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA Y DE ACINETOBACTER SPP.  

Son bacterias que comparten los siguientes rasgos: son Gram negativas, no 

fermentan la glucosa, son aerobias, existen en el suelo y en el agua, tienen 

requerimientos nutricionales mínimos, con frecuencia expresan multirresistencia o 

panresistencia a los antimicrobianos, pueden colonizar las superficies cutáneo-
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mucosas de los enfermos, se comportan como patógenos oportunistas ya que se 

requiere previa ruptura de las barreras del hospedero y son miembros del grupo 

de bacterias con reto terapéutico.[8] 

  

PSEUDOMONAS AERUGINOSA 
Taxonomía 

Reino: Bacteria 

Fillum: Proteobacteria 

Clase: Gammaproteobacteria 

Orden: Pseudomonadales 

Familia: Pseudomonadaceae 

Género: Pseudomonas [9] 

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) es la especie más importante del 

género Pseudomonas caracterizada por lo siguiente: es un bacilo Gram negativo 

recto o ligeramente curvo y móvil, típicamente se dispone en parejas. Aunque su 

desarrollo óptimo es a 37°C puede crecer a 42°C. Da positiva la prueba de 

oxidasa. Produce exopolisacáridos mucoides y pigmentos como la pioverdina y la 

piocianina, además de elastasas, proteasas, citotoxinas y hemolisinas. 

Finalmente, P. aeruginosa posee una resistencia intrínseca a las concentraciones 

altas de sal, a colorantes, antisépticos, a muchos antibióticos comunes y puede 

adquirir otros factores de resistencia durante el tratamiento. [8][10][11] En algunos 

centros P. aeruginosa alcanza un 8% (51,000 casos/año) de todas las IIH 

reportadas; predominan las neumonías, infecciones del torrente sanguíneo, de 

vías urinarias y del sitio quirúrgico. El 13% de las bacterias son resistentes a 

aminoglucósidos, cefalosporinas, fluoroquinolonas y carbapenemes. [12] 

 

ACINETOBACTER BAUMANNII 
Taxonomía     

Reino: Bacteria 

Fillum: Proteobacteria  

Clase: Gammaproteobacteria  
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Orden: Pseudomonadales 

Familia: Moraxellaceae 

Género: Acinetobacter [13] 

Acinetobacter spp. es una bacteria Gram negativa, con forma de bacilo durante la 

fase exponencial del desarrollo y de cocobacilo en la fase estacionaria; es inmóvil, 

da positiva la prueba de la catalasa y negativa la de la oxidasa. Resiste la 

desecación, está dotada de fimbrias, produce biocapas (cápsula) y bacteriocinas. 

Mediante estudios de hibridación se han identificado hasta 33 genoespecies. Las 

genoespecies 2, 3 y 13 no se pueden diferenciar fenotípicamente por lo que 

forman el complejo Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii. De este 

complejo, el miembro de mayor importancia clínica es A. baumannii. En el pasado 

se le consideraba una bacteria comensal de baja virulencia y actualmente se 

reporta como causa de la mayoría de los brotes de casos. En algunas áreas las 

IIH causadas por Acinetobacter son de 12,000/año. Aunque representan el 2% de 

todas las IIH reportadas, alcanzan hasta un 7% entre los pacientes críticos con 

apoyo ventilatorio. Las infecciones principales son neumonía e infecciones del 

torrente sanguíneo; el 63% de los microorganismos son resistentes al menos a 3 

clases de antimicrobianos (multirresistentes). [6][14][15] 

 

RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS 

Durante las últimas 7 décadas los antibióticos han sido clave en el tratamiento de 

las infecciones causadas por bacterias y otros microorganismos incrementando la 

esperanza de vida. Sin embargo, la introducción de cada nuevo antimicrobiano ha 

sido seguida del surgimiento de microorganismos resistentes. Las tasas de 

resistencia a los fármacos nuevos es del 1%; sin embargo, dentro de los primeros 

8-12 años del uso extenso de los antibióticos la resistencia a varios 

antimicrobianos suele incrementarse. La proporción de multidrogo-resistencia 

alcanzada por algunas bacterias es tan alta que ya no se cuenta con un 

antimicrobiano útil para tratar las infecciones que causa. La resistencia a los 

antimicrobianos es una respuesta natural de los microorganismos que ocurre 

cuando éstos de vuelven inmunes al efecto de un fármaco al que previamente 
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eran sensibles. La resistencia antimicrobiana de las bacterias puede ser de dos 

tipos: La resistencia inherente, también conocida como intrínseca o natural y la 

adquirida. En la primera la bacteria está dotada naturalmente de rasgos que le 

confiere resistencia a un antibiótico específico. Tales rasgos pueden ser el poseer 

una membrana impermeable a la entrada del antibiótico, la carencia de un sistema 

de transporte para éste o el carecer de un sitio blanco propio del fármaco. Esta 

información ya se conoce por lo que puede guiar la prescripción de antibióticos, ya 

que el empleo de estos seleccionará a las bacterias con resistencia intrínseca 

(oportunistas). En la segunda el microorganismo se vuelve inmune al efecto de un 

fármaco al que previamente era sensible. Tal fenómeno es acelerado por la 

presión selectiva ejercida por el abuso así como por el mal uso de los 

antimicrobianos y surge cuando el microorganismo cambia su material genético, 

ya sea por mutaciones o por adquirir genes de resistencia. [16][17][18][19][20] La 

mutación espontánea para la resistencia a los antibióticos se presenta en 1 de 

cada 108-109 bacterias que causan infección. Sin embargo, la resistencia en la 

población bacteriana se puede extender fácilmente dada la rápida multiplicación 

de las bacterias (cada 20 min) y particularmente con el uso de antibióticos como la 

rifampicina, ácido fusídico, quinolonas y cefalosporinas. Los genes de resistencia 

han existido desde antes que se emplearan los antibióticos siendo productos 

naturales y las bacterias necesitan protegerse. El material genético está contenido 

en paquetes de DNA que pueden transferirse tanto entre bacterias de la misma 

especie como entre bacterias de especie diferente. El intercambio genético se 

realiza mediante plásmidos, trasposones e integrones. El plásmido es un 

fragmento de DNA autoreplicativo, pequeño, circular, separado del genoma 

bcateriano. El trasposón es una sección de DNA del plásmido que se transfiere 

entre plásmidos (“salta”). Los integrones son secuencias de DNA transportados 

por los plásmidos o trasposones que se involucran en la movilización e inserción 

en un sitio específico de secuencias genéticas. Desde el punto de vista 

epidemiológico la resistencia transferible es relevante ya que la diseminación es 

fácil pudiéndose originar brotes. 
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La resistencia múltiple en Gram negativos es producto de una combinación de 

mecanismos de resistencia, algunos de ellos inherentes a la especie y otros 

adquiridos. Los mecanismos de resistencia adquirida que se han identificado son 

cinco: 

Reducción de la entrada del antibiótico por disminución de la permeabilidad de la 

membrana externa de la bacteria. 

Expulsión del antibiótico mediante la expresión de bombas de eflujo. 

Modificación o producción de un nuevo sitio blanco del antibiótico. 

Sobreexpresión del sitio blanco. 

Modificación enzimática o destrucción del antibiótico. [17][20][21] 

 

RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EN P. AERUGINOSA Y ACINETOBACTER SPP. 

En estas especies de bacterias no fermentadoras se pone en evidencia un gran 

sinergismo de la resistencia intrínseca con la adquirida.  

 
IMPERMEABILIDAD DE LA MEMBRANA EXTERNA, MUTACIONES Y RESISTENCIA 

La membrana externa constituye una barrera semipermeable a los 

antimicrobianos, particularmente en P. aeruginosa cuya permeabilidad promedio 

es de 12 a 100 veces menor que la de E. coli. Varias penicilinas, cefalosporinas, 

carbapenemes, monobactames, aminoglucósidos, fluoroquinolonas y polimixinas 

logran superar la resistencia inherente; sin embargo, existe una proclividad para la 

resistencia por mutaciones. Así, las mutaciones en la topoisomerasa 11 y IV que 

ocasionan resistencia a las fluoroquinolonas se producen más fácilmente en P. 

aeruginosa que en las enterobacterias. El grado de desrepresión de la β-

lactamasa cromosomal AmpC que reduce sensibilidad a penicilinas y 

cefalosporinas es más variable que en Enterobacter.  

 
LAS MUTACIONES EN LAS PROTEÍNAS DE LOS SISTEMAS DE EFLUJO ACTIVO DE 

ANTIBIÓTICOS 

Este es un mecanismo de los microorganismos que contribuye a la resistencia 

múltiple a los antibióticos antipseudomonas y es mediado por cuatro sistemas de 
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tres componentes genéticamente diferentes que pertenecen a la familia RND 

(Resistance-Nodulation-Division): MexA-MexB-OprM, MexC-MexD-Opr, MexE-

MexF-OprN y MexXA-MexY-OprM. Estos sistemas de eflujo tiene tres 

componentes: una proteína localizada  en la membrana citoplasmica (MexB, 

MexD, MexF y MexY) que opera como una bomba dependiente de energía con 

una amplia especificidad de sustratos. El segundo componente es una proteína de 

membrana externa (OprM, OprJ, OprN y OprM). La tercer proteína (MexA, MexC, 

MexE y MexX) se localiza en el espacio periplásmico y une las otras dos. 

Los sistemas de eflujo MexA-MexB-OprM y MExX-MexY-OprM participan 

simultáneamente en los mecanismos de resistencia antimicrobiana natural y 

adquiridos de P. aeruginosa, mientras que MexC-MexD-OprJ y MexE-MexE-MexF-

OprN actúan solo en la resistencia adquirida. Entre los sustratos de los 

componentes de los sistemas de eflujo se encuentran la mayoría de los grupos de 

antimicrobianos (fluoroquinolonas, β-lactámicos, macrólidos, aminoglucósidos, 

cloranfenicol, tetraciclinas, novoviocina, lincomicina). La sobreexpresión de los 

sistemas de eflujo con un perfil amplio de sustratos es un importante mecanismo 

de mutación en P. aeruginosa. Muchos aislados clínicos de P. aeruginosa 

resistentes a Imipenem se caracterizan por deficiencia de OprD (porina D2). La 

pérdida de OprD determina la resistencia a carbapenemes solo en casos de que 

se exprese la β-lactamasa cromosomal AmpC, demostrando la cooperación entre 

estos dos mecanismos.  

 

MUTACIONES MULTIPLES Y MULTIDROGO-RESISTENCIA 

La sobreexpresión de los sistemas de eflujo pueden afectar simultáneamente a las 

fluoroquinolonas y a casi todos los β-lactámicos dejando útiles a los 

aminoglucósidos y al imipenem. Una combinación de la sobreexpresión de los 

sistemas de eflujo, pérdida de la OprD e impermeabilidad a los aminoglucósidos 

comprometerá a casi todas las clases de antimicrobianos con excepción de las 

polimixinas. Las mutaciones que afectan la sobreexpresión de los sistemas de 

eflujo pueden actuar aditivamente con las que afectan la permeabilidad, la 
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expresión de β-lactamasas o la de topoisomerasas. La acumulación de 

mutaciones secuenciales se facilita en bacterias hipermutantes. [22] 

 
GENES  ADQUIRIDOS Y MULTIDROGO-RESISTENCIA 

La producción de enzimas es el mecanismo  de resistencia adquirida a los β-

lactámicos que más se ha estudiado en  P. aeruginosa. Esta bacteria ha adquirido 

material genético para producir enzimas β-lactamasas  y  modificadoras de 

aminoglucósidos. Uno de los más importantes  mecanismos de resistencia a los 

antibióticos β-lactámicos (penicilinas, cefalosporinas, monobactámicos y 

carbapenémicos) es  la hidrólisis por β-lactamasas. Los genes que codifican para 

estas enzimas mutan continuamente en respuesta a la fuerte presión del uso de 

antimicrobianos que conduce al desarrollo de nuevas β-lactamasas con mayor 

espectro de actividad. Hasta la fecha 4 clases de β-lactamasas son reconocidas 

(A-D). Las clases A, C y D actúan mediante un mecanismo basado en serina; las 

de clase B, requieren de zinc para su acción. Un significativo número de β-

lactamasas de las cuatro clases moleculares se encuentran en P. aeruginosa 

incluyendo β-lactamasas de espectro extendido (BLEEs) de las clases A, B y D. 

[23][24][25] 

 

β-LACTAMASAS CLASE A 

Se incluyen 4 β-lactamasas que hidrolizan la carbenicilina: PSE-1, PSE-4, CARB-

3, y Carb-4. El perfil de sustratos incluye carboxipenicilinas, ureidopeniclinas y 

cefsulosine. β-lactamasas de espectro extendido (BLEEs), a diferencia de las 

anteriores condicionan resistencia no sólo de carboxipenicilina sino también de 

cefalosporinas de  amplio espectro (cefazidima, cefepime, cefpirome) y aztreonam. 

Tienen baja afinidad por los carbapenemes. Su actividad in vitro se inhibe por el 

ácido clavulánico y tazobactam. Las BLEEs en Pseudomonas se detectaron 

después de 1990. Además de los tipos TEMx y SHVx, que son bien conocidos 

entre las enterobacterias, en P. aeruginosa se han identificado los tipos  PER, 

VEB, GES/IBC y BEL. [26] 
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β-LACTAMASAS CLASE B (CARBAPENEMASAS)  
También conocidas como metaloenzimas por la presencia de Zn2+  en su centro 

activo, determina la resistencia a todos los β-lactámicos, incluyendo los 

carbapenemes imipenem y meropenem. [26] 

 

β-LACTAMASAS CLASE C (CEFALOSPORINASAS) 
P. aeruginosa es naturalmente sensible a las carboxypenicilinas, ceftazidima y 

aztreonan. Adquiere resistencia a  cefalosporinas de tercera generación a través 

de hiperproducción constitutiva de la β-lactamasa AmpC. Como algunas especies 

de la familia Enterobacteriacea (Enterobacter spp, Serratia marcescens, 

Citrobacter freundii, Morganella morganii y Yersinia enterocolítica), P. aeruginosa 

produce β-lactamasa inducible codificada cromosomalmente, cuya producción 

puede aumentar de 100 a 1000  en presencia de  β-lactámicos inductores, 

especialmente imipenem. [26] 

 

β-LACTAMASAS CLASE D (OXACILINASAS) 
Las OXA clásicas (OXA-1, Oxa-2, OXA-10) determinan resistencia a 

carboxypenicilina y ureidopencilina, pero no a ceftazidima. El espectro de hidrólisis 

se ha extendido a ceftzidima, cefotaxima, cefepime, cefpirome, aztreonam y 

moxalactam. La mayoría de oxacilinasas de espectro extendido son codificadas 

por genes localizados en plásmidos o integrones, lo que facilita una fácil 

diseminación. [26] 

 

CARBAPENÉMICOS Y  CARBAPENEMASAS 

Los carbapenemes son los agentes antimicrobianos más efectivos contra 

bacterias Gram positivas y Gram negativas, incluyendo P. aeruginosa y 

Acinetobacter spp; al igual que todos los β-lactámicos, inhiben la síntesis de la 

pared bacteriana; sin embargo, su estructura molecular única les confiere una 

excepcional estabilidad a la hidrólisis de las β-lactamasas, abarcando a las  AmpC 

y a la mayoría de BLEEs [27][28] por  lo que frecuentemente se  emplean como el 
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último recurso para tratar infecciones muy graves o con sospecha de patógenos 

multidrogo-resistentes. [29][30] 

 

RESISTENCIA A LOS CARBAPENÉMICOS 

La resistencia a los carbapenemes en bacterias Gram negativas ocurre por la 

combinación de dos o más mecanismos de resistencia y rara vez por la acción de 

un mecanismo único. En general, los mecanismos de resistencia combinables son 

2: no mediados o  mediados por carbapenemasas. 

 
MECANISMOS DE RESISTENCIA A CARBAPENÉMICOS NO MEDIADOS POR 

CARBAPENEMASAS 

En  aislados clínicos de  P. aeruginosa se  han demostrado varias combinaciones 

de sobreproducción  de la β-lactamasa AmpC, producción disminuida de la porina 

OprD que forma el canal de entrada para el imipenem y la activación de sistemas 

de eflujo como el MexAB-OprM. [17][19][20][19][31][32] Las β-lactamasas tipo AmpC 

presentan baja afinidad a los carbapenemes; sin embargo, cuando la enzima se 

produce en exceso y la bacteria cierra porinas, la baja cantidad del antibiótico 

presente en el espacio periplasmático permite que la enzima hidrolice al antibiótico 

y se registre resistencia a los carbapenemes. Los β-lactámicos difieren en su 

habilidad como inductores. Las bencilpenicilinas, ampicilina, amoxicilina y 

cefalosporinas como cefazolina y cefalotina son fuertes inductores y buenos 

sustratos para AmpC. La cefoxitina y el imipenem también son fuertes inductores, 

pero más estables. [33] 

 

RESISTENCIA A LOS CARBAPENÉMICOS MEDIADA POR CARBAPENEMASAS 

Las carbapenemasas son β-lactamasas específicas con habilidad para hidrolizar 

carbapenémicos. Representan  el mecanismos más extendido de resistencia a los 

carbapenemes. Un considerable número de carbapenemasas que pertenecen 

tanto a la clase A, B y D de la clasificación funcional de las β-lactamasas, ha 

emergido  durante los últimos años, particularmente entre las bacterias no 

fermentadoras. Casi todos los tipos de carbapenemasas transferibles se han 
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reportado mundialmente entre  P. aeruginosa  y Acinetobacter spp. Sin embargo, 

las metalobetalactamasas (MBL, carbapenemasas del grupo B) se consideran  

como las carbapenemasas de mayor relevancia clínica para P. aeruginosa, 

mientras que las  oxacilinasas (carbapenemasas del grupo D) lo son para 

Acinetobacter spp. [28] 

 

CARACTERÍSTICAS DE LAS CARBAPENEMASAS 

Dentro de la familia de β-lactamasas, las más versátiles son las carbapenemasas, 

con una amplitud de espectro inigualable por otras enzimas hidrolizantes de β-

lactamicos. La clasificación de las carbapenemasas se basa principalmente en dos 

propiedades, funcional y molecular. Esta clasificación divide a las 

carbapenemasas en cuatro grupos funcionales principales (1-4), y se encuentran 

principalmente en los grupos 2f y 3. La clasificación molecular comprende las 

clases A-D. Las β-lactamasas de clase A, C y D tienen serina en su grupo activo y 

las del grupo B tienen zinc en su sitio activo, de ahí el nombre de 

metaloenzimas.[34] 

 

CARBAPENEMASAS CLASE A (KPC) 

Las carbapenemasas de la clase A pertenecen al grupo 2f de la clasificación 

funcional de Bush et al, y comprenden cinco grupos: SME (Serratia marscescens 

enzyme), IMI (Imipenem-hydrolizing B-lactamase), NMC (not metalloenzyme 

carbapenemase), KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) y GES/IBC 

(Guiana extended spectrum/ integron borne cephalosporinase). En general, 

hidrolizan todos los β-lactámicos, aunque la eficacia catalítica o de hidrólisis sobre 

las cefalosporinas de tercera y cuarta generación es bastante modesta. Los 

grupos SME, IMI y NMC son principalmente de codificación cromosómica, y nunca 

se han detectado en Pseudomonas. Las carbapenemasas tipo KPC se 

describieron por primera vez en Klebsiella pneumoniae  y se han ido detectando 

periódicamente y en diferentes variantes, hasta ahora, hay descritas de la KPC-1 a 

la KPC-10, principalmente en enterobacterias. Se han detectado prácticamente en 

todo el mundo, con mayor frecuencia en Norteamérica. En P. aeruginosa, la 
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primera KPC (KPC-2) se detectó inicialmente en Colombia [33]; dicha enzima tiene 

una tasa de hidrólisis para los carbapenémicos tan alta que no requiere de 

mecanismos adicionales de resistencia. En Puerto Rico se ha identificado la KPC-

5. Otras enzimas de esta clase como la  GES/IBC pueden ser de importancia 

clínica cuando se combinan con permeabilidadad de la membrana disminuida o 

con la sobre-expresión de los sistemas de eflujo. Las carbapenemasas KPC son 

plasmídicas en todos los casos estudiados. Su espectro de hidrólisis incluye todos 

los β-lactámicos, si bien la eficacia de hidrólisis sobre las carbapenemes y los 

monobactámicos es hasta 10 veces menor que sobre las penicilinas y las 

cefalosporinas. Son inhibidas por clavulanato y tazobactam. [34]  

 

CARBAPENEMASAS CLASE B 

Las carbapenemasas de clase B (en concreto, las de la subclase B1), más 

conocidas como MBL, son quizá el grupo más relevante de carbapenemasas, 

tanto por diversificación en diferentes variantes aminoacídicas como por su 

diseminación prácticamente mundial, y entre diferentes géneros y especies 

bacterianas. Así pues, todas las MBL tienen también en común su inhibición por 

quelantes metálicos como el ácido etilendiaminotetraacético (EDTA). Dentro de 

ellas, se distinguen ocho grupos: IMP (active on imipenenem), VIM (Verona 

integron encoded), SPM (Sao Paulo methallo-β-lactamase), SIM (Seoul 

imipenemase), GIM (German-imipenemase), AIM (Adelaide imipenemase), DIM 

(Dutch imipenemase), KHM (Kyorin Hospital methallo-B-lactamase) y  NDM (New 

Delhi Metallo-B-Lactmase). Todas las MBL transferibles, excepto SIM-1, se han  

encontrado en aislados de P. aeruginosa en diversas partes del mundo. El 

predominio  de cierto tipo, parece ser geográfico. Las carbapenemasas del grupo 

IMP y VIM, son las más prevalentes: las tipo IMP predominan en Asia, pero 

también se han identificado en Brasil; las  VIM, en Europa, aunque actualmente la 

diseminación es global, encontrando VIM-2 en los 5 continentes. VIM-1 parece 

hidrolizar mejor a prácticamente todos los β-lactámicos (sobre todo, a ciertas 

cefalosporinas) que VIM-2, lo cual parece explicarse por cambios de aminoácidos 

cercanos o en el propio centro activo de la enzima. Las IMP en general parecen 
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tener una menor eficiencia en la hidrólisis que las VIM. Las MBL tipo SPM1 han 

causado brotes epidémicos en Brasil. [34] 

 
CARBAPENEMASAS CLASE D 

Las β-lactamasas tipo OXA se detectan sobre todo en A. baumannii. Sin embargo, 

también se han encontrado en P. aeruginosa y otras especies como Ralstonia o 

Aeromonas. Hasta la fecha se han descrito más de 100 variantes aminoacídicas 

de OXA. De estas, al menos 37 se han identificado como carbapenemasas. La 

primera OXA con actividad carbapenemasa, inicialmente denominada ARI-1 y 

posteriormente renombrada como OXA-23, fue descrita en 1993 por Paton et al en 

una cepa de A. baumannii. Desde 1998 se han descrito brotes causados por 

Acinetobacter spp productores de OXA 23 en Brasil, Reino Unido, Korea, Tahiti, 

España, Portugal y Estados Unidos. La diversificación de las oxacilinasas ha sido 

enorme y las nuevas variantes se han clasificado en nueve subfamilias. Los 

miembros de cada subfamilia tienen una identidad en aminoácidos de 

aproximadamente un 92%, mientras que la identidad entre miembros de distintas 

subfamilias varía entre un 40 y un 70%. Las subfamilias son: a) OXA-23 

(incluyendo las -23, -27 y -49); b) OXA-24 (incluyendo -24, -25, 26-, -40 y -72); c) 

OXA-51 (incluyendo -51, de -64 a -71, de -75 a -78, -83, -84, -86 a -89, -91, -92, -

94, y -95); d) OXA-58; e) OXA-55 (incluyendo -55 y -SHE [de Shewanella algae]); 

f) OXA-48 (incluyendo -48, -54 y -SAR2); g) OXA-50 (incluyendo de - 50a a -50d, 

conocidas como enzimas PoxB); h) OXA-60 (incluyendo de -60a a -60d), e i) OXA-

62. Se describen como capaces de hidrolizar la oxacilina y cloxacilina, son 

inhibidas pobremente por ácido clavulánico y EDTA. [34] 

 

IDENTIFICACIÓN DE LAS BACTERIAS PRODUCTORAS DE CARBAPENEMASAS 

La detección de microorganismos productores de carbapenemasas en el 

laboratorio de microbiología clínica es de gran importancia ya que permite la 

selección de un esquema terapéutico útil y la  implementación de medidas para 

control de las infecciones. [36][37] Los métodos para detectar la producción de 

carbapenemasas son de dos tipos: genotípicos y fenotípicos. 
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MÉTODOS GENOTÍPICOS 

Detectan los genes que codifican las carbapenemasas. La técnica más empleada 

es la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), que es muy exacta y confiable; 

es la única que detecta la producción de múltiples carbapenemasas por bacteria; 

pero frecuentemente sólo es accesible para laboratorios de referencia. [38] 

 

MÉTODOS FENOTÍPICOS 

Se han desarrollado varias técnicas para la detección fenotípica de las 

carbapenemasas; las técnicas se basan en la actividad sinergista  entre un 

sustrato base (carbapenémico) y un inhibidor selectivo, evidenciada mediante 

difusión de disco, dilución en caldo o sistemas comerciales (E-test). Entre las 

técnicas que ponen en evidencia la existencia de las carbapenemasas mediante 

difusión de discos se encuentran la prueba de Hodge modificada  y las pruebas 

basadas en la inhibición de  las carbapenemasas. 

 

PRUEBA DE HODGE MODIFICADA (PHM)  

También se conoce como prueba de la hoja de trébol. Es un procedimiento donde 

las bacterias se prueban con imipenem sobre una placa de agar. El desarrollo 

alterado (indentación similar a la hoja de trébol) de una bacteria indicadora no 

productora de carbapenemasas (E. coli ATCC 25922) alrededor del disco de 

imipenem denota un resultado positivo. Por este método se pueden detectar 

enzimas cuya actividad como carbapenemasas es débil como son OXA-23, GES-5 

y GES-6. [34] Es una prueba barata, accesible a todos los laboratorios clínicos; es 

el método fenotípico recomendado por el CLSI para detectar las carbapenemasas 

en las enterobacterias [39]; la lectura a veces es difícil y subjetiva. [40] Otros 

estudios han demostrado resultados falsos positivos en presencia de BLEEs y de 

β-lactamasas AmpC. [41] Para  P. aeruginosa y Acinetobacter spp, la prueba 

modificada de Hodge ha sido utilizada por varios investigadores como método 

para cribar la existencia de las carbapenemasas; el sustrato más empleado ha 

sido el imipenem, con sensibilidad oscilante de 78 a 94%. El empleo de K. 

pneumoniae ATCC 700603 como cepa indicadora en la prueba de Hodge 
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modificada ha mejorado el desempeño de la prueba al comparar con los 

resultados obtenidos con E. coli ATCC 25922, sensibilidad 100 vs 78%, 

especificidad 97 vs 57% y resultados indefinidos de  0 vs 32%). [42] Se le propone 

como método complementario.  

  

PRUEBAS CON INHIBIDORES DE  CARBAPENEMASAS 

El centro activo de las enzimas carbapenemasas puede tener serina, como ocurre 

en las clases A y D (serinoenzimas), o Zinc que es característico de las 

carbapenemasas clase B o MBL. Dicho constituyente determina la afinidad de los 

elementos inhibidores que se pueden  emplear en las pruebas. 

 
INHIBICIÓN DE LAS CARBAPENEMASAS 

Para evidenciar la actividad de las  serino-enzimas se cuenta con lo siguiente: 

ácido 3-amino-fenil-borónico, que  inhibe a las  carbapenemasas del grupo A 

(KPC) y a la B-lactamasa del grupo C; cloxacilina, antimicrobiano que inhibe a la 

B-lactamasa clase C.  

 

INHIBICIÓN DE LAS CARBAPENEMASAS CLASE B 

La actividad de todas las MBL es afectada por la remosión de Zn2+ del sitio activo. 

Se han empleado varias combinaciones de  agentes quelantes con β-lactámicos, 

para  detectar MBL. Entre los agentes quelantes que inhiben específicamente 

metaloenzimas (carbapenemasas del grupo B), se encuentra el ácido etilen-

diamino-tetracético (EDTA), el ácido 2-mercaptopropiónico, mercaptoacetato de 

sodio y el ácido dipicolínico. En Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp., el 

más estudiado ha sido el EDTA. [43][44][45][46][47] Sin embargo, la inhibición de 

las metaloenzimas varía con cada quelante, por lo que se sugiere utilizar una 

combinación de quelantes. [48] Entre los substratos se han utilizado el imipenem, 

ceftazidima y meropenem. El imipenem ha sido el sustrato más empleado.  
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PRUEBA DEL DISCO POTENCIADO O COMBINADO 

Es un método en el que se  compara la zona de inhibición del desarrollo 

bacteriano generada por el disco con antimicrobiano con la zona de inhibición que 

condiciona otro disco con el mismo antimicrobiano, al cual se ha adicionado el  

inhibidor. Se le considera como el mejor método de escrutinio, porque es simple 

de realizar, los insumos son baratos y su lectura es objetiva, con sensibilidad y 

especificidad oscilantes del 94% al 100% y del 81% al 98%, respectivamente. 

[39][48][49][50][51] Últimamente, con la realización concomitante de la PHM y las 

pruebas de disco potenciado se reporta una sensibilidad y especificidad del 94% al 

100% para la detección de carbapenemasas clase A, B y D. [52] 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

 

Las infecciones contraídas en los establecimientos de atención de salud  tienen 

una prevalencia promedio de 8.7% y son causa de mayor morbi-mortalidad. Los 

microorganismos causales más frecuentes  son  bacterias Gram negativas, entre 

las que se encuentran: Escherichia coli, Serratia marcescens, Klebsiella 

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae y Acinetobacter 

baumannii.  

P. aeruginosa y Acinetobacter spp. generalmente son patógenos humanos 

oportunistas que muestran resistencia creciente a los antimicrobianos, por lo que 

actualmente se consideran como una amenaza seria para las instituciones de 

salud en los Estados Unidos. Uno de los mecanismos de resistencia a los beta-

lactámicos (penicilinas, cefalosporinas, monobactámicos y carbapenémicos) más 

estudiado es la hidrólisis por β-lactamasas. Los carbapenémicos resisten la 

hidrólisis de la mayoría de β-lactamasas, incluyendo las BLEE y las AmpC, por lo 

que suelen emplearse como último recurso en las infecciones causadas por 

bacilos gram negativos multi-resistentes. Sin embargo, se reporta incremento 

gradual de la resistencia a los carbapenémicos, sobre todo en P. aeruginosa y 

Acinetobacter spp. El mecanismo de resistencia a carbapenémicos mediado por 

carbapenemasas, es el más importante desde el punto de vista epidemiológico, ya 

que generalmente son enzimas codificadas por elementos genéticos móviles con 

tan alta capacidad de diseminación que ya se han identificado en varios países. 

Las infecciones por microorganismos resistentes se asocian con aumento en la 

morbi-mortalidad, periodos de estancia intrahospitalaria prolongados, mayor 

utilización de recursos e incremento en los costos para los sistemas de salud. 

Aunque la detección óptima de carbapenemasas requiere de técnicas 

moleculares, existen métodos fenotípicos accesibles a los laboratorios clínicos, 

como la PHM y la prueba del disco potenciado. 
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PREGUNTA DE INVESTIGACION 
 

 

¿Cuál es la prevalencia de carbapenemasas en aislados clínicos de P. aeruginosa 

y de Acinetobacter spp. obtenidos de hemocultivos? 

 

 

 

JUSTIFICACIÓN  

El tratamiento de una infección con un antimicrobiano al cual el agente causal es 

resistente, no sólo resulta en falla terapéutica sino que también es causa de que el 

microorganismo se disemine. 

En el caso de los carbapenémicos el contar con datos exactos de la 

susceptibilidad pudiera permitir proporcionar una terapia efectiva. Sin embargo, 

dicha susceptibilidad generalmente se realiza mediante sistemas automatizados, 

no siempre confiables para determinar la resistencia a carbapenémicos. Aún en el 

caso de contar con una prueba de susceptibilidad exacta, la CMI para los 

carbapenémicos puede oscilar de 0.12 a >256 mg/L en bacterias productoras de 

carbapenemasas. Por lo tanto, se requiere utilizar métodos especiales, accesibles 

para detectar la presencia de carbapenemasas, por lo que se elabora este 

proyecto. 

Los beneficios esperados de la realización del presente trabajo, son los siguientes: 

1. Evaluar la importancia de las carbapenemasas como mecanismos de 

resistencia a los carbapenémicos en los casos estudiados. 

2. Reforzar la actividad del Comité de Control de Antimicrobianos ya que se 

podrá optimizar el empleo de los carbapenémicos y reforzar las medidas de 

control de las infecciones. 

3. Contribuir al conocimiento de la resistencia antimicrobiana en nuestro 

contexto, ya que hasta ahora la información en nuestro país es escasa.  
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OBJETIVOS DE LA INVESTIGACIÓN 
 

 
Objetivo Principal 

• Determinar la producción de carbapenemasas en P. aeruginosa y 

Acinetobacter spp. aislados de hemocultivos  en el Hospital de Infectología 

del Centro Médico Nacional la Raza.  

 
 

Objetivos Específicos 

En P. aeruginosa y Acinetobacter spp. aislados de sangre, detectar lo siguiente: 

 

• La generación de carbapenemasas de clase B  

• La producción de carbapenemasas de clase D  
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METODOLOGÍA 

 
 
TIPO DE ESTUDIO  

Por incluir un grupo de estudio es descriptivo, por la manipulación de la maniobra 

observacional, por las mediciones realizadas transversal y por recuperación de la 

información prolectivo. 

 

 

POBLACIÓN DE ESTUDIO 

Cepas de P. aeruginosa y Acinetobacter spp aislados de hemocultivos. 

 
 

CRITERIOS DE SELECCIÓN DE MUESTRAS 

Criterios de inclusión 

Bacterias identificadas como: 

- Acinetobacter spp. y  

- Pseudomonas aeruginosa  aislados de sangre 

Criterios de exclusión 

- Ninguno 

Criterios de eliminación  

- Pérdida de la viabilidad bacteriana al momento de su conservación, así como 

pérdida de la información. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	 31	

UBICACIÓN ESPACIO-TEMPORAL  

El estudio se llevó a cabo en el laboratorio clínico del Hospital de Infectología del 

Centro Médico Nacional La Raza, en Acinetobacter spp. y P. aeruginosa obtenidos 

de hemocultivos consecutivos, colectados durante el periodo comprendido de 

diciembre del 2013 a junio de 2015. 

 

 

DEFINICIÓN DE LAS VARIABLES 

Carbapenemasas 

Definición conceptual: grupo de enzimas que representan la familia más versátil de 

las B-lactamasas; tienen capacidad para hidrolizar casi todos los antibióticos B-

lactámicos incluyendo los carbapenémicos. Tienen sitio activo que puede estar 

constituido por serina o por zinc.  

Definición operacional: crecimiento de la cepa K. pneumoniae ATCC 700603 en la 

parte de intersección entre el halo de inhibición generado por la difusión del 

antibiótico (imipenem) y la estría de la cepa problema formando una hendidura en 

la parte proximal del disco o en forma de trébol. 

Indicador: sí, no 

Escala de medición: nominal 
 
Carbapenemasa clase B 

Definición conceptual: betalactamasa transferible con capacidad para hidrolizar la 

mayoría de betalactamicos incluyendo carbapenemicos. Su centro activo está 

constituido por zinc y universalmente inhibidas por etilen-diamino-tetra-acético 

(EDTA). 

Definición operacional: la evidencia de aumento en el halo de inhibición del 

crecimiento bacteriano cuando se compara el efecto de un carbapenémico con y 

sin EDTA. El incremento de ≥5mm en el halo de inhibición, sumado a una PHM 

positiva define a la bacteria como productora de carbapenemasa clase B.  

Indicador : sí, no 

Escala de medición: nominal 
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Carbapenamasa clase D 

Definición conceptual: betalactamasa transferible, capaz de hidrolizar la oxacilina, 

la cloxacilina y los carbapenémicos. Tiene un sitio activo constituido por serina 

pobremente inhibido por EDTA y ácido clavulánico.   

Definición operacional: una prueba de Hodge modificada positiva pero sin 

evidencia de sinergismo entre imipenem/imipenem + AAFB,  ni entre 

imipenem/imipenem + EDTA, denota que la bacteria produce carbapenemasas 

tipo D. 

Indicador: sí, no 

Escala de medición: nominal 

 
 
MÉTODOS MICROBIOLÓGICOS  

Previa identificación de P. aeruginosa y Acinetobacter spp. aislados de sangre, se 

procedió a conservarlos en medio BHI y tripticaseína con glicerol al 5% a -20°C 

(ver anexo 1). La reactivaron las cepas conservadas mediante una resiembra 

inicial en caldo BHI y otra en COS y CPS con incubación a 35-37°C por 24 h (ver 

anexo 2). Luego, se efectuaron pruebas de sensibilidad a imipenem y meropenem 

con método automatizado VITEK-2.  

 

Para la identificación de carbapenemasas se realizó lo siguiente:   

1) Prueba de Hodge modificada. Previa dilución 1:10 de una suspensión al 0.5 de 

McFarland (1-2 x 108 UFC/mL), se efectuó una siembra masiva de la cepa 

indicadora (Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, sobre una placa de agar Mueller 

Hinton. Posterior al secado se colocó un disco de imipenem 10µg en el centro. Se 

inocularon 2-3 colonias de las bacterias problema, desde el borde del disco hacia 

la periferia de la placa. De la misma manera se inoculó la cepa control negativo (P. 

aeruginosa ATCC 2785. En el caso de Acinetobacter spp. se adicionó 10µL de 

ZnSO4,  50 mM al disco de imipenem. La incubación se realizó a 35-37°C durante 

16 a 18 h para P. aeruginosa y 20-24 h para Acinetobacter spp. La evidencia de 
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una hendidura proximal al disco (hoja de trébol) cataloga al aislado como 

productor de carbapenemasa (ver anexo 5).  

 

2) Prueba del disco combinado con EDTA o con oxacilina. Previa siembra masiva 

de las cepas problema en agar Mueller Hinton, se colocaron dos discos de 

imipenem 10µg por placa, con una distancia interdisco de 30 mm. Uno de los 

discos se adicionó con EDTA 730 µg o con oxacilina 1000µg. Posteriormente se 

incubaron a 35-37°C durante 16-18 h para P. aeruginosa y de 20-24 h para 

Acinetobacter spp. Cepas control: P. aeruginosa ATCC 27853 (control negativo) y 

E. coli ATCC 25922 (control negativo). Lectura: el incremente en el halo de 

inhibición ≥5mm de los discos de imipenem con EDTA denotó la presencia de 

carbapenemasas del grupo B. El aumento de ≥3mm en el halo de inhibición del 

disco combinado de imipenem con oxacilina definió a la bacteria como productora 

de carbapenemasa del grupo D (ver anexo 6). 
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ASPECTOS ÉTICOS Y LEGALES

 
En base a la ley general de salud en el capítulo de investigación en el artículo 17, 

el grado de riesgo para el paciente en el estudio es Sin Riesgo, por lo que no se 

requirió consentimiento informado por escrito, debido a que se trabajó con los 

resultados de estudios de laboratorio de los pacientes durante y después de su 

atención médica. 

No hubo implicaciones éticas para este estudio ya que no se requirió interacción  

directa con el paciente. Cumplió con los requisitos señalados en la declaración de 

Helsinky, revisada en 2000, y la ley general de salud en materia de investigación 

al cumplir con todos los lineamientos requeridos. 

 
 
ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Se calcularon frecuencias simples y se aplicó prueba de Z para comparar 

proporciones.  
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RESULTADOS 
 

Se incluyó un total de 80 cepas aisladas de hemocultivos consecutivos colectadas 

de diciembre 2013 a junio del 2015, 50 (65%) P. aeruginosa y 26 (35%), 

Acinetobacter spp.  Cuatro aislados, dos de cada bacteria, no fueron viables, por 

lo que se sólo se estudiaron 76 microorganismos.  

En el grupo  de P. aeruginosa, la tasa de resistencia a carbapenémicos fue del 

54% (27/50), entre los cuales la proporción de metaloenzimas alcanzó el 85% 

(23/27) y la de oxacilinasas el 7.4% (2/27) (Tabla 1). De acuerdo a los resultados 

de la prueba de escrutinio y de la búsqueda de carbapenemasas del grupo B y D 

se observaron 5 fenotipos. En el fenotipo 1 (PH (-), B(-) y D(-),  un 40%, (9/22)  y 

81% (18/22) fueron sensibles a imipenem y meropenem, respectivamente (Tabla 

1). La relación entre la presencia de MBL y el patrón de susceptibilidad a 

imipenem y meropenem, las 23 cepas de P. aeruginosa positivas fueron 

resistentes a ambos carbapenémicos. De las 27 cepas negativas a 

metalobetalactamasas, 11 (40.7%) son sensibles a imipenem y 23 (85%) a 

meropenem (Tabla 2). 

Tabla 1. Relación entre los fenotipos de carbapenemasas y la susceptibilidad a carbapenemes en 

50 aislados de P. aeruginosa. 

  Imipenem Meropenem 

Fenotipos S I R P* S I R P* 

1. PHM (-)   B (-)   D (-) (n=22) 9 9 4 0.001 18 0 4 0.001 

2. PHM (-)   B (+)   D (-)  (n=8) 0 0 8 0.009 0 0 8 0.009 

3. PHM (-)   B (+)   D (+)  (n=2) 0 0 2 0.47 0 0 2 0.47 

4. PHM (+)   B (+)   D (-)  (n=13) 0 0 13 0.001 0 0 13 0.001 

5. PHM (+)   B (-)   D (-)  (n=5) 2 3 0 0.06 5 0 0 0.06 

S: sensible, I: intermedio, R: resistente, *Z: comparación de proporciones, PHM: prueba de Hodge 
modificada, B: carbapenemasa del grupo B o MBL, D: carbapenemasa del grupo D u oxacilinasa 
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Tabla 2. Relación entre la detección de MBL y la susceptibilidad a carbapenémicos en 50 aislados 
de P. aeruginosa 

MBL: metalobetalactamasa, S: sensible, I: intermedio, R: resistente, *Z: comparación de 
proporciones 
 

 

En los aislados de Acinetobacter spp., la tasa promedio de resistencia a 

carbapenémicos fue de 75% (imipenem 73% y meropenem 76.9%). Entre estos, 

un 97.5% en promedio expresó metalobetalactamasas; las oxacilinas se 

evidenciaron en el 77% (Tabla 3). 

De acuerdo a los resultados de las pruebas previamente mencionadas se 

expresaron 4 fenotipos, predominando el grupo con carbapenemasas detectadas 

con las tres pruebas (10/26). En los aislados sin aparente producción de 

carbapenemasas 7/7 fueron sensibles a imipenem y solo 4/7, a meropenem (Tabla 

3). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

  Imipenem Meropenem 

MBL S I R P* S I R P* 

Positiva 0 0 23 <0.001 0 0 23 <0.001 

Negativa 11 12 4 <0.001 23 0 4 <0.001 

Total 50 11 12 27   23 0 27 
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Tabla 3. Relación entre los fenotipos de carbapenemasas y la susceptibilidad a carbapenemes en 

26 aislados de Acinetobacter spp. 

S: sensible, I: intermedio, R: resistente, *Z: prueba de proporciones, PHM: prueba de Hodge 
modificada, B: carbapenemasa del grupo B o MBL, D: carbapenemasa del grupo D u oxacilinasa 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Imipenem Meropenem 

Fenotipos S I R P* S I R P* 

1. PHM (-)   B (-)   D (-) (n=7) 7 0 0 0.01 4 2 1 0.11 

2. PHM (-)   B (+)   D (+)  (n=5) 0 0 5 0.06 0 0 5 0.06 

3. PHM (+)   B (+)   D (+)  (n=10) 0 0 10 0.002 0 0 10 0.002 

4. PHM (+)   B (+)   D (-)  (n=4) 0 0 4 0.12 0 0 4 0.12 
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DISCUSIÓN

 
 

Entre Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp. la producción de 

carbapenemasas representa un problema terapéutico de importancia creciente 

detectado mundialmente con tasas muy variables, por lo que se realizó este 

trabajo, con los siguientes datos relevantes: 

En Pseudomonas aeruginosa, la proporción de carbapenemasas del grupo B y D 

entre los aislados resistentes fue de 85% y 7.4%, respectivamente. Mientras las 

metaloenzimas superan la tasa máxima reportada por otros investigadores, 77%, 

[53] el porcentaje de las oxacilinasas, es casi idéntico al 7.6% referido por  Gomes 

Franco et. al. [54] 

En Acinetobacter spp. la tasa de metaloenzimas alcanzó el 97% y la de 

oxacilinasas, el 77%. La primera proporción se encuentra dentro del rango referido 

por otros autores, que oscila del 17 al 98% [55][56][57]. La segunda, se ubica en el 

rango de 49 al 100% reportado en otros centros mediante métodos moleculares. 

[56][57] Para Acinetobacter spp. lo ideal es efectuar la detección molecular tanto 

de metaloenzimas, como de oxacilinasas. De las primeras hasta el 100% de los 

fenotipos positivos no se confirma genotípicamente. De las segundas, porque no 

existe ningún método fenotípico probado que correlacione con el genotipo.  

Limitaciones del estudio: las carbapenemasas del grupo A, KPC, no fueron 

investigadas, pero ya han sido identificadas en no fermentadores. La no existencia 

de métodos estandarizados para realizar las pruebas fenotípicas en estas 

bacterias, propiciaría errores en la detección de carbapenemasas, máxime si 

consideramos que lo más común es la coexistencia de más de dos mecanismos 

de resistencia a los carbapenémicos.	
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CONCLUSIONES 
 

 

En la población de P. aeruginosa y Acinetobacter spp. aislados de sangre, 

resistentes a carbapenémicos, la proporción de carbapenemasas es alta, con 

predominio de las metaloenzimas en ambos grupos bacterianos 

La evidencia de sinergismo en la prueba del disco combinado con EDTA identificó 

todas las bacterias resistentes a carbapenemes.  

Las oxacilinasas en el grupo de P. aeruginosa, aunque en mínima proporción, ya 

existen en nuestro medio.   

La evidencia de aislados resistentes a carbapenémicos, con fenotipos negativos 

para la producción de carbapenemasas sugiere la presencia de otros mecanismos 

de resistencia como pudieran ser pérdida de porinas, bombas de eflujo, entre 

otros.  

Sugerencias. La diseminación de bacterias productoras de carbapenemasas es 

posible limitarla mediante dos estrategias: 

1. Implementación de un método para la detección rápida de los aislados 

productores de carbapenemasas, lo que evitaría el uso inútil de los 

carbepenémicos. 

2. Apego estricto a las medidas reiteradamente recomendadas durante la práctica 

clínica, como son las precauciones de contacto. En lo particular, lavado de manos. 
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ANEXOS

 
 

1. Conservación de los bacilos gramnegativos 

- De cepas puras de 24 h se conservaron en congelación a -20ºC por duplicado 

en tubos Eppendorf conteniendo caldo con soya tripticaseína con glicerol al 5% 

(CST-G) y con caldo BHI con glicerol al 5% (BHI-G).  

- Se tomaron de una a dos asadas del cultivo puro para realizar una suspensión 

densa en los medios de cultivo previamente mencionados, los cuales se 

incubaron por 24 h a una temperatura de 35-37°C. 

- Se sacaron de la estufa los medios de cultivo y pasaron posteriormente a 

congelación a una temperatura de -20°C. 

 
 
2. Activación y purificación de cepas                                                                        

- Se tomó un tubo de las cepas congeladas y frente a mechero se tomó con un 

hisopo estéril parte del medio de cultivo el cual se colocó en un tubo con 5 ml 

de caldo BHI, estéril, atemperado. Este procedimiento se realizó para cada una 

de las cepas estudiadas.  

- Se agitaron los tubos de BHI con vortex de 30 a 60” y posteriormente se 

incubaron en estufa de 35-37°C durante 24 h. 

- Se revisó la formación de turbidez (crecimiento bacteriano) en los tubos de BHI 

y frente a mechero los que presentaron turbidez positiva se sembraron en 

placas de gelosa sangre. 

- Se sembraron por estría cruzada, posteriormente se incubaron de 35-37°C por 

24 h. 

- Posterior a la incubación, se revisó la pureza del cultivo, en los casos 

necesarios se llevó a cabo un nuevo aislamiento en otra placa de gelosa 

sangre, bajo las mismas condiciones mencionadas en el punto previo. 
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3. Preparación de agar Mueller Hinton (AHM) 

- Pesar 38 g de polvo de AHM y diluir en 1 lt de agua estéril. 

- Mezclar perfectamente y calentar con agitación frecuente hasta ebullición. 

- Checar pH con un potenciómetro hasta ajustar a un pH de 7.2 a 7.4 

- Esterilizar a 121°C 15 minutos 121 Lb 

- Una vez estéril el medio, enfriar de 40 a 45°C para realizar el vaciado en placa 

frente a mechero 

- Colocar una placa petri, esteril sobre una balanza granataria que se encuentre 

en una superficie plana para poder pesar la cantidad de AHM, con la finalidad 

de estandarizar el peso del medio con un grosor final de entre 3 a 4 mm (22 g 

ajustado a placas de 88 mm de diámetro) 

- Una vez vaciado el agar en las placas, dejar gelificar a temperatura ambiente, 

etiquetar y almacenar el medio en refrigeración de 4 a 8°C hasta su uso.  

 
 
4. Preparación de soluciones 

- Solución madre de ácido fenilborónico (APBA). Pesar 6 g y disolver en 100 ml 

de agua inyectable que equivale a una solución 0.04 M. 

- Solución madre de EDTA. Considerando la pureza del 99%, pesar 7.38 g y 

disolver en 100 ml de agua inyectable que equivalen a una solución de 0.5 M. 

- Solución madre de oxacilina. Considerando la pureza del 95%, pesar 2.6315 g 

y disolver en 25 ml de agua inyectable.  

- Solución madre de Sulfato de Zinc. Considerando la pureza del 99%, pesar 

9.06 g y disolver en 100 ml de agua inyectable para tener una concentración de 

0.05 M.   

Esterilizar las soluciones mediante técnica de filtración de membrana (0.22 micras) 

y depositar en alícuotas de 5 ml en tubos cónicos estériles para mantener en 

congelación a -20°C hasta su uso. 
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5. Prueba de Hodge Modificada (PHM) 

- Atemperar AHM y discos de imipenem y solución ZnSO4 

- De la cepa Klebsiella pneumoniae ATCC 7006003 (indicadora), hacer una 

suspensión al 0.5 de McFarland y de esta realizar una dilución 1:10 (1 ml de la 

suspensión en 9 ml de solución salina estéril). 

- Con un hisopo estéril, humedecerlo con la suspensión diluida y quitar el 

excedente en  las paredes del tubo, realizar una siembra masiva en el AHM. 

Dejar evaporar 3 minutos. 

- Con pinzas estériles colocar en el centro de la placa un disco de imipenem de 

10 mcgr. 

- De cultivos puros de 24 h, tomar de entre 2 a 3 colonias con una asa estéril la 

cepa control negativo (Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706), iniciando un 

estriado desde el borde del disco (sin tocarlo) hacia la periferia de la placa; 

este mismo procedimiento se realiza para las cepas problema. Se montarán 4 

cepas problema por placa con la finalidad de poder observar la formación de la 

hoja de trébol. 

- Para las cepas de Acinetobacter spp. se agregará ZnSO4 0.05 mM al  

- Incubar de 35°C a 37°C para las cepas de Pseudomonas 16 a 18 h. Para 

Acinetobacter 20 a 24 h. 

 

 

6. Prueba de disco combinado 

- A las cepas con PHM positiva realizar las pruebas con inhibidores de la 

siguiente forma:  

- Para la búsqueda de carbapenemasas del grupo B o metalobetalactamasas: A 

un disco de imipenem de 10 µg agregar EDTA 730 µg y dejar secar. En una 

placa de AHM con pinza estéril, colocar un disco de imipenem de 10 µg y un 

disco de imipenem + EDTA 730 µg/ µl a una distancia de 30 mm de borde a 

borde. 

- Detección de carbapenemasas del grupo D en P. aeruginosa: a un disco de 

imipenem de 10 µg agregar oxacilina 1000 µg y dejar secar. En una placa de 



	 43	

AHM con pinza estéril, colocar un disco de imipenem de 10 µg y un disco de 

imipenem + oxacilina 1000 µg/ µl a una distancia de 30 mm de borde a borde. 

- Para carbapenemasas del grupo D en Acinetobacter spp.: a un disco de 

imipenem 10 µg agregar oxacilina 1000 µg y dejar secar. En una placa de AHM 

con pinza estéril, colocar un disco de Imipenem de 10 µg y un disco de 

imipenem + oxacilina 1000 µg/ µl a una distancia de 30 mm de borde a borde. 

- Incubar de 35°C a 37°C para las cepas de Pseudomonas 16 a 18 h. Para 

Acinetobacter 20 a 24 h. 
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