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RESUMEN

Con el objetivo de determinar la utilidad de la citometria de flujo para la deteccion de Pseudomonas
aeruginosa productoras de metalobetalactamasas (MBL), se estudiaron aislamientos de P aeruginosa
genotipicamente caracterizados del cepario del laboratorio de Epidemiologia Molecular y Genética de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Se analizaron 29 aislamientos (17 productoras de MBL y 12
no productoras de MBL) con el kit de viabilidad celular FACSCalibur (Becton Dickinson). Se utilizaron
dos tratamientos, uno con meropenem y el otro con meropenem-EDTA. Usando la razén de aumento
de fluorescencia en las células no vivas, se demostré una diferencia significativa entre las productoras de
MBL y las no MBL, considerando como punto de corte una razén >1,6. Se determind una sensibilidad
de 94,1% y una especificidad del 100%. La citometria de flujo constituye una alternativa para la deteccion
de P, aeruginosa productora de MBL.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa; Carbapenémicos; Beta-Lactamasas; Resistencia Betalactamica;
Citometria de Flujo (Fuente: DeCS BIREME).

UTILITY OF FLOW CITOMETRY FOR DETECTING
METALLO-BETA-LACTAMASE-PRODUCING

Pseudomonas aeruginosa

ABSTRACT

In order to determine the utility of flow cytometry for detecting metallo-beta-lactamase (MBL)-pro-
ducing Pseudomonas aeruginosa, we used genotypically characterized P. aeruginosa isolates from the
Molecular Epidemiology and Genetics Laboratory of the Universidad Nacional Mayor de San Marcos. A
total of 29 isolates (17 MBL-producing and 12 non-MBL-producing) were analyzed with the FACSCali-
bur (Becton Dickinson) cell viability kit. Two treatments were used, one with meropenem and the other
with meropenem-EDTA. A significant difference between MBL and non-MBL-producing P. aeruginosa
was demonstrated using the fluorescence ratio in non-living cells, considering a cut-off point of >1.6. We
determined a sensitivity of 94.1% and a specificity of 100%. Flow cytometry represents an alternative for
the detection of MBL-producing P. aeruginosa.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; Carbapenems; beta-Lactamases; beta-Lactam resistance, Flow
Cytometry (Source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es uno de los principales patogenos oportunistas causante de una
amplia variedad de infecciones nosocomiales, como sepsis, neumonia, infecciones del tracto
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urinario y de las partes blandas. Ademas, puede presentar
resistencia por mecanismos intrinsecos o adquiridos, a va-
rios tipos de antibidticos, como los betalactdmicos, amino-
glucdsidos, fluoroquinolonas y polimixinas, por ello el tra-
tamiento de infecciones por P. aeruginosa se limita a ciertas
clases de antibiéticos, entre ellas los carbapenémicos, siendo
estos considerados los betalactdimicos mds potentes contra
este microorganismo .

Los carbapenémicos, como el imipenem (IPM) y el
meropenem (MEM), son los antibidticos de mayor eficacia
para el tratamiento de las infecciones causadas por bacterias
gramnegativas multidrogorresistentes (MDR), como la P
aeruginosa . La resistencia a carbapenémicos se puede di-
vidir en dos tipos de mecanismos: el no productor de carbap-
enemasa (No-PC) y el productor de carbapenemasa (PC). E1
primero posee sensibilidad reducida a los carbapenémicos
debido a la sobreexpresion de betalactamasas tipo AmpC,
pérdida de porinas (OprD) o bombas de flujo ®. En con-
traste, el PC adquiere un gen transmisible que produce una
enzima especifica para la hidrélisis de los carbapenémicos,
una carbapenemasa .

La produccién de carbapenemasas es uno de los mds
importantes mecanismos por el cual P. aeruginosa se vuelve
resistente a los carbapenémicos mediante elementos genéti-
cos moviles. Estas enzimas son betalactamasas, que ademas
de hidrolizar carbapenémicos, lo hacen practicamente con
todos los betalactamicos. Sobre la base de la clasificacion
molecular de Ambler, las carbapenemasas se dividen en se-
rinobetalactamasas (SBL) de clase A, metalobetalactamasas
(MBL) de clase B y SBL de clase D. Mientras que las SBL
requieren un resto de serina en su sitio activo, las MBL re-
quieren cationes metalicos divalentes como el zinc, para la
actividad enzimatica @9,

En la préctica clinica se considera esencial la deteccién
rapida y exacta de P. aeruginosa PC; y de esta manera im-
plementar el tratamiento oportuno y especifico para el con-
trol de la infeccién ©). Sin embargo, esto toma un promedio
de 55 horas entre la recoleccion para el cultivo y la entrega
del reporte del antibiograma; se debe tener en cuenta que la
mortalidad aumenta en 7,6% por cada hora de retraso en la
administracion del tratamiento efectivo ©.

En el Perd, la frecuencia de MBL en P aeruginosa
resistente a los carbapenémicos ha aumentado en la dltima
década, variando de 15,7% en 2011 © a 31,6% en 2016 ©,
lo que demuestra que este mecanismo de resistencia esta
presente en nuestro medio y es importante su deteccion
rapiday certera por parte deloslaboratorios de microbiologia
clinica.

Se han propuesto varias pruebas fenotipicas basadas
en el uso de inhibidores para el tamizaje de P. aeruginosa
productoras de MBL, sin embargo, todas ellas deben con-
firmarse mediante técnicas de biologia molecular para la
identificacién del gen. Los métodos fenotipicos utilizan
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Motivacion para realizar el estudio: Pseudomonas aeruginosa es
una bacteria oportunista causante de infecciones nosocomiales
donde la resistencia a carbapenémicos es cada vez mayor.
Presentamos un método de citometria de flujo (CF) para la
deteccién de metalobetalactamasas (MBL).

Principales hallazgos: Con el método de CF para la deteccion
de MBL se obtuvo una sensibilidad de 94,1% y una especifici-
dad del 100%; ademas, un valor predictivo positivo de 100%.

Implicancias: Los ensayos de CF podrian proporcionar un
método rapido y de facil interpretacion para detectar
P. aeruginosa productora de MBL.

quelantes de metal, como el acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) o 4cido dipicolinico (DPA) ©.

La citometria de flujo (CF) es una tecnologia de analisis
cuantitativo la cual permite caracterizar poblaciones celulares a
un nivel individual, las células son iluminadas por una lampara
laser, obteniendo intensidades de senal detectadas por un
sensor de fluorescencias, para finalmente correlacionarlas con
parametros estructurales o funcionales de la célula analizada
para su clasificacién 9. El objetivo de este estudio fue evaluar la
utilidad de la CF para la deteccion de P, aeruginosa productoras
de MBL.

EL ESTUDIO

Se realizé un estudio descriptivo de aislamientos clinicos
de Pseudomonas aerugnosa resistentes a carbapenémicos
identificadas genotipicamente como portadoras de MBL (17
cepas: 14 con el gen bla,,, y 3 con el gen bla,,,) y no porta-
doras de MBL (12 cepas) (recolectadas entre 2011 y 2017)
del cepario del laboratorio de Epidemiologia Molecular y
Genética del Instituto de Medicina Tropical Daniel A. Car-
rién de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lu-
ego fueron transportados al laboratorio de Patologia Clinica
del Hospital de Alta Complejidad Virgen de la Puerta, EsSa-
lud, donde se almacenaron a -20 °C hasta su procesamiento.
Sereactivaron las cepas, evaluando su pureza y viabilidad.
Luego se realizaron dos suspensiones bacterianas (escala 0,5
McFarland) por aislamiento. A una suspensién bacteriana se
incub6 con MEM PHARMAGEN?® (8 ug/mL); a la segunda
suspension bacteriana se incubé con MEM PHARMAGEN®
(8 pg/mL) mas el inhibidor EDTA Merk® (12,5 mM). Ambas
suspensiones se incubaron a 37 °C por dos horas V.
Después de dos horas de incubacion se procedid a realizar
el test de viabilidad con el kit de viabilidad celular de Becton
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Dickinson (BD). Se agregé el reactivo del kit de viabilidad
celular (5 pL de Tiazol Orange [TO], 42 pmol/L en dimetil-
sulfoxido y 5 pL de yoduro de propidio [IP] 4,3 mmol/L en
agua) a 500 pL de la suspension bacteriana previamente trata-
da. Se mezcl6 e incubd por 5 minutos a temperatura ambiente
en campo oscuro. Los voltajes se ajustaron de manera grafi-
ca para diferenciar la poblacién bacteriana marcada con TO,
marcador de celularidad, de los debris (restos celulares).

Se realiz6 la lectura en el citometro de flujo FACSCalibur
BD. Se interpretaron los resultados en funcién del aumen-
to o no de fluorescencia emitida por el IP, siendo positivo a
deteccion de MBL si hay aumento significativo en la razén
de fluorescencia de la suspension tratada con MEM mas el
EDTA en comparacion con la suspensién incubada solo con
MEM. Todo el procedimiento fue acompanado por tubo tes-
tigo donde solamente se incubd la suspension bacteriana de
cada cepa, sin antibiético ni inhibidor y se traté con el kit de
Viabilidad Celular (BD) para confirmar la viabilidad de las
bacterias frente a los reactivos utilizados.

Las muestras se analizaron con el programa Cell Quest,
donde se clasificaron las bacterias segtin la fluorescencia emitida,
cuantificdndola como «evento». Si un evento es positivo solo a
TO, se clasificara en la categoria de «vivas»; si es positivo a IP y
TO, se clasificaran como «dafadas», y si es positivo solo a IP se
clasificardn como «degradadas». A fin de obtener una cantidad
medible y comparable, con el porcentaje de eventos obtenidos se
compard el indice de aumento de eventos obtenidos entre el tubo
con MEM-EDTA vy el el tubo con MEM (% eventos tubo con
MEM-EDTA / % eventos tubo con MEM), con los aislamientos
productores de MBL y con los no productores de MBL.

Se realiz6 la prueba de T de student, se elabord el andlisis
de curva ROC, se determind la sensibilidad y especificidad.
Se utiliz6 el programa estadistico SPSS 24.

El Comité de Etica de la Universidad Nacional de Truji-
llo aprobé el protocolo del estudio. Todos los procedimien-
tos del presente estudio se realizaron de acuerdo con los
lineamientos de las buenas practicas clinicas y de ética en
investigacion biomédica.

HALLAZGOS

Mediante CF, usando el kit de viabilidad celular, se identi-
ficaron 16 P. aeruginosa como productoras de MBL y 13 P.
aeruginosa como no productoras de MBL. Al comparar el
indice de aumento de fluorescencia entre las células «no vi-
vas», siendo esta la suma del porcentaje de eventos entre las
células clasificadas como «dafnadas» y las «degradadas»; en
los tubos con el antibidtico mas el inhibidor en comparacion
con el tubo solo con antibidtico, se obtuvo que el indice pro-
medio en las P. aeruginosa productoras de MBL fue de 3,17
y de 1,09 para las no productoras de MBL, lo cual arroja una
diferencia significativa (p<0,01) (Figura 1).
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Figura 1. Curva ROC del anélisis por citometria de flujo para la detec-
cién de metalobetalactamasas

Para evaluar la sensibilidad y especificidad del analisis
por CF para la deteccion de MBL, se realiz6 un analisis me-
diante curva ROC y se encontrd un drea bajo la curva (ABC)
de 0,975 (Figura 1), lo que sugiere como mejor punto de
corte 1,6 para el indice de células «no vivas».

Con los resultados genotipicos (prueba de oro) y los re-
sultados obtenidos por citometria de flujo, usando el punto de
corte de 1,6 en el indice de aumento de células «no vivas», se
obtuvo una sensibilidad de 94,1% y una especificidad del 100%;
ademas, un valor predictivo positivo (VPP) de 100% (Figura 2).

DISCUSION

En esta investigacién presentamos un método alternativo
para la deteccién de MBL en P. aeruginosa usando la CF con
el kit de viabilidad celular BD, evaluando la cepa bacteriana
sola, la cepa frente al antibidtico carbapenémico (MEM) y la
cepa frente al antibiético mas el inhibidor de MBL (EDTA),
observandose resultados satisfactorios, con una sensibilidad
de 94,1% y una especificidad de 100%.

Estudios como el de Mulroney et al. 12 y el de Kilic et al. ¥
han utilizado la CF como predictor de la resistencia a los car-
bapenémicos en solo dos horas. Sin embargo, no diferenciaron
la presencia o no de carbapenemasas. El estudio de Pina-Vaz
et al. ™ combina la CF con el andlisis computacional para la
deteccién de carbapenemasas de clase A, B y D en un nimero
pequeiio de aislamientos, sin reportar sensibilidad ni especifici-
dad. Silva et al. ™, usando CF para la deteccion de carbapene-
masas en enterobacterias (30 PC y 30 No-PC), report6 un 100%
de sensibilidad y especificidad. Esto es similar a los resultados
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REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2020;37(4):700-4.

Salinas-Salcedo 1A et al.

Meropenem solo.
Se obtuvo una razén de células no vivas de: 1,98,
CONCLUSION: Positivo a MBL.
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Figura 2. Anilisis mediante citometria de flujo para la deteccién de P. aeruginosa productoras o no de metalobetalactamasas.

obtenidos en nuestra investigacion. La diferencia en la sensibili-
dad pudo deberse a que se trabajo con un grupo bacteriano dis-
tinto y a que solo una cepa (1/17 MBL) de P, aeruginosa portado-
ra del gen bla,, no fue detectada por la CE considerandose un
falso negativo; esto se debe posiblemente a una baja expresion de
este tipo de enzimas de MBL en la cepa estudiada.

Entre otros estudios que usan la CF para la deteccion de
betalactamasas esta el realizado por Faria-Ramos et al. 19,
donde us6 el citometro de flujo FACSCalibur para buscar
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en entero-
bacterias, con un indice de aumento de fluorescencia de
1,5 entre el antibidtico mas el inhibidor (4cido clavuldnico)
y el antibidtico solo, indice semejante al reportado en esta
investigacién. Por otra parte, Akhmaltdinova "© compar6
microdilucién y la CF para la deteccién de BLEE, siendo el
primero un método de referencia, y report una sensibilidad
85,7% y especificidad 88,8%.

Dentro de las pruebas fenotipicas de detecciéon de MBL,
tenemos el estudio de Heinrichs et al. @, que compara di-
versos métodos fenotipicos en 183 aislamientos de P. aeru-
ginosa, usando disco de difusién combinado con imipenem
(10 ug) + EDTA (750 pg), y reportd una sensibilidad de 90%
y una especificidad de 93% y con meropenem (10 pg) + DPA
(1000 pg) obtuvo una sensibilidad de 97% y una especifici-
dad de 88%. Buscando sinergia, con DPA + imipenem 10 pg/
meropenem 10 pg se obtuvo una sensibilidad y especificidad
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de 100% y 31%, respectivamente. Al evaluar la sensibilidad y
especificidad de métodos colorimétricos como el CarbaNP’
reportaron un 88% y 99%, respectivamente.

Es por esto, que la CF no deja de ser ventajosa frente a los
métodos basados en cultivo que deben esperar 24 horas para
su interpretacion. La CF nos puede proporcionar un resultado
previo en dos horas mientras se confirma el hallazgo en las
proximas 24 horas. Otro punto importante es que la CF evita
la interpretacion subjetiva al observar el cambio de color, lo
que sucede con las pruebas répidas colorimétricas, lo que la
convierte en una herramienta con la que podemos alcanzar
un andlisis objetivo mediante estimacién de la fluorescencia
usando indices, mientras se cuente con un equipo de CF po-
dria ficilmente convertirse en una herramienta orientativa
para la busqueda de MBL en P. aeruginosa en corto tiempo.

Dentro de las limitaciones de este trabajo estd la can-
tidad limitada de muestras, debido a que eran necesarios
aislamientos confirmados genotipicamente. Futuros traba-
jos con multiples mecanismos de resistencia y expresion si-
multdnea (serin carbapenemasas y BLEE) podrian evaluarse
para determinar la especificidad para MBL usando este pro-
tocolo para P. aeruginosa, aunque debemos considerar que
la produccion de MBL es frecuente en este microorganismo.

En conclusion, nuestros resultados sugieren que los en-
sayos de CF, evaluando la viabilidad de células con antibiético
y antibiético mds inhibidor, podrian proporcionar un méto-
do rapido y de facil interpretacion para detectar P. aerugno-
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sa productora de MBL de manera presuntiva. Sin embargo,
son necesarios estudios adicionales con un mayor niimero de
aislamientos para confirmar la precision de esta metodologia.
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