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RESUMEN 
 Pseudomonas aeruginosa se encuentra dentro de las especies de bacilos Gram 
negativos no fermentadores más relevantes clínicamente. Es capaz de adquirir genes 
que codifican para la producción de metalo β-lactamasas (MBLs), las cuales son 
activas contra carbapenémicos e inhibidas por agentes quelantes, como el EDTA. 
Esta investigación tuvo como objetivo determinar la efectividad del EDTA y del 
SMA (750 µg y 2 µg) o la mezcla de ambos, en la detección de MBLs en 25 cepas de 
P. aeruginosa procedentes de diferentes hospitales y centros de investigación, 
empleando métodos fenotípicos como la sinergia de doble disco y el método de 
discos combinados. En el primero, se utilizaron discos en blanco con la mezcla de 
EDTA/SMA y discos de Imipenem (IMP) y Meropenem (MEM), y en el segundo, se 
evaluó el efecto de los antibióticos solos y combinados con las soluciones de EDTA, 
SMA o ambas. El primer método, permitió diferenciar, cepas productoras de las no 
productoras de MBLs, y el segundo, evidenció la efectividad del EDTA, 
estableciendo como punto de corte una diferencia de halo de ≥ 5 mm entre los 
antibióticos solos y combinados con el agente quelante, lo que no se logró con el 
SMA donde el punto de corte encontrado fue ≥ 2 mm, lo que lo hace difícil de poner 
en practica, demostrando que, en el caso de P. aeruginosa,  el EDTA es el agente 
quelante más efectivo al realizar esta prueba. 
 
Palabras Clave: ácido etilenaminotetracético,  carbapenémicos, metalo β-lactamasas, 
mercaptoacético de sodio, Pseudomonas aeruginosa. 
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INTRODUCCIÓN 
 

Las infecciones producidas por bacilos Gram negativos con múltiples 

mecanismos de resistencia a los antimicrobianos, constituyen un grave problema al 

cual se deben enfrentar a diario tanto médicos como el personal de laboratorio. El 

manejo de los pacientes gravemente enfermos, inmunocomprometidos, sometidos a 

procedimientos diagnósticos y terapéuticos invasivos y/o aquellos dependientes de 

asistencia respiratoria mecánica, hace necesario una serie de medidas profilácticas 

entre las que se incluye el uso empírico de antibióticos. La utilización de estos 

antibacterianos, muchas veces indiscriminada, trae consigo la selección de mutantes 

resistentes como es el caso de Pseudomonas aeruginosa y el surgimiento de 

patógenos emergentes con resistencia intrínseca a la mayoría de los antibacterianos de 

uso clínico (Rodríguez et al., 2003). 

 

El aumento de la resistencia a los antibióticos entre bacterias Gram negativas, 

es un ejemplo notable de cómo las bacterias pueden adquirir, mantener y expresar 

información genética nueva que puede conferir resistencia a uno o varios antibióticos 

(Walsh et al., 2005). La resistencia antimicrobiana constituye un problema de 

implicaciones clínicas, pues obliga al desarrollo y utilización de nuevos agentes 

antimicrobianos, algunos más costosos y muchas veces más tóxicos que los 

empleados habitualmente en el tratamiento de las infecciones; además, ha obligado a 

abandonar y eliminar del arsenal terapéutico, muchas drogas que anteriormente 

fueron muy útiles (Chirinos, 2000). 

 

Las infecciones producidas por bacilos Gram negativos con múltiples 

mecanismos de resistencia a los antimicrobianos, constituyen un grave problema al 

cual se deben enfrentar a diario tanto médicos como el personal de laboratorio. El 

manejo de los pacientes gravemente enfermos, inmunocomprometidos, sometidos a 
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procedimientos diagnósticos y terapéuticos invasivos y/o aquellos dependientes de 

asistencia respiratoria mecánica, hace necesario una serie de medidas profilácticas 

entre las que se incluye el uso empírico de antibióticos. La utilización de estos 

antibacterianos, muchas veces indiscriminada, trae consigo la selección de mutantes 

resistentes como es el caso de Pseudomonas aeruginosa y el surgimiento de 

patógenos emergentes con resistencia intrínseca a la mayoría de los antibacterianos de 

uso clínico (Rodríguez et al., 2003). 

 

El aumento de la resistencia a los antibióticos entre bacterias Gram negativas, 

es un ejemplo notable de cómo las bacterias pueden adquirir, mantener y expresar 

información genética nueva que puede conferir resistencia a uno o varios antibióticos 

(Walsh et al., 2005). La resistencia antimicrobiana constituye un problema de 

implicaciones clínicas, pues obliga al desarrollo y utilización de nuevos agentes 

antimicrobianos, algunos más costosos y muchas veces más tóxicos que los 

empleados habitualmente en el tratamiento de las infecciones; además, ha obligado a 

abandonar y eliminar del arsenal terapéutico, muchas drogas que anteriormente 

fueron muy útiles (Chirinos, 2000). 

 

P. aeruginosa se encuentra dentro de las especies de bacilos Gram negativos no 

fermentadores más relevantes clínicamente (Vila et al., 2002). Se trata de un bacilo 

que mide de 2 - 4 µm de longitud, no formador de esporas y con un flagelo polar que 

le permite su motilidad. Puede cultivarse fácilmente en medios nutritivos 
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sencillos. En medios de cultivo sólidos suelen presentarse colonias planas, 

grises grandes y a menudo, de aspecto mucoide, cuya superficie frecuentemente 

muestra un brillo metálico (Anzueto et al., 2008). No fermentan los carbohidratos 

presentes en el Agar Triple Azúcar (TSI) o Agar Hierro de Kligler (KIA), se 

desarrollan a 42 ºC y convierten los nitratos a nitritos. Son citocromo oxidasa 

positivas y las colonias desprenden un olor a uva; la mayor parte de la cepas producen 

piocianina, un pigmento fenazínico hidrosoluble verde que imparte un tono azul 

verdoso en los medios de aislamiento primario. Algunas especie de P. aeruginosa 

pueden producir toxinas citotóxicas y líticas que hacen que las infecciones que ella 

produce sean graves y potencialmente amenazantes para la vida (Koneman et al., 

2001). 

 

P. aeruginosa se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, se puede 

aislar de muestras de suelo, aguas contaminadas, así como de plantas y animales; 

siendo  potencialmente patógenas para el hombre (Hardalo y Edberg, 1997). En 

implementos como los equipos de anestesia, fórceps, termómetros, soluciones 

desinfectantes, trapos de piso, esponjas y toallas también suelen encontrarse 

(Koneman et al., 2001; Singh et al., 2002). 

 

Esta bacteria es capaz de utilizar una enorme variedad de compuestos orgánicos 

como sustrato para crecer, capacidad que le permite colonizar nichos en los que son 

escasos los nutrientes que otros organismos requieran asimilar para su desarrollo. Se 

ha descrito el aislamiento de P. aeruginosa de ambientes inhóspitos como el 

combustible de aviones, soluciones de clorhexidina y el jabón. Contrariamente a lo 

que parece, los seres humanos que están en contacto diariamente con P. aeruginosa, 

ya que se encuentra en bajas cantidades en nuestros alimentos y en algunos artículos 

de limpieza. De hecho, se obtienen aislamientos de esta bacteria entre el 2% y el 8% 

de las heces de personas sanas, lo que demuestra que el contacto con esta bacteria es 
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cotidiano y sólo representa una amenaza para nuestra salud en condiciones especiales 

de inmunosupresión (Hardalo y Edberg, 1997). 

 

Entre las condiciones y enfermedades específicas que predisponen a los 

pacientes a la infección por bacilos no fermentadores como P. aeruginosa se pueden 

incluir: tumores malignos, cateterizaciones, traqueotomías, diálisis, colocación de 

derivaciones y prótesis, tratamientos prolongados con corticoesteroides, antibióticos 

de amplio espectro y anticancerosos, fibrosis quística, quemaduras, heridas abiertas y 

diversas lesiones exudativas (Koneman et al., 2001; Sánchez et al., 2008). Una vez 

que se establece la infección, P. aeruginosa produce una serie de compuestos tóxicos 

que causan no sólo daño tisular extenso, sino que adicionalmente interfieren con el 

funcionamiento del sistema inmune y es por ello que representan un importante 

problema de salud en centros hospitalarios  (Döring et al., 1987; Singh et al., 2002).  

 

Los antimicrobianos ejercen una elevada presión selectiva sobre las poblaciones 

microbianas y favorecen a aquellos microorganismos que son capaces de resistirlas. 

Dicha resistencia puede ser natural o intrínseca, cuando todos los integrantes de una 

determinada especie son resistentes a una familia de antimicrobianos o a 

representantes de esta; pero también se puede presentar una resistencia de tipo 

adquirida, la cual es transmisible y afecta a algunos integrantes de una especie pero 

no a la totalidad; ésta a su vez, puede darse de manera cromosómica o 

extracromosómica (Wachsman y Degrossi, 2007). P. aeruginosa puede presentar 

ambos tipos de resistencia, en la resistencia cromosómica durante una primera etapa, 

aparecen pocas bacterias resistentes pero a medida que el antibiótico selecciona los 

microorganismos, se desarrollan células resistentes hasta transformarse en un grupo 

bacteriano resistente. Por otro lado, la resistencia extracromosómica se produce por 

incorporación del material genético por fuera del cromosoma bacteriano y es llamada 

también resistencia mediada por plásmidos o transposones. La expresión de la 

resistencia en una bacteria puede ser de manera constitutiva la cual se produce con o 
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sin exposición al estímulo o inducible donde sólo se produce después de la 

exposición a un antibiótico inductor (Rodríguez et al., 2003). 

 

P. aeruginosa es intrínsecamente resistente a diversos antibióticos, como 

betalactámicos, macrólidos, tetraciclinas, trimetoprima/sulfametoxazol y la mayoría 

de las fluoroquinolonas, pero no tiene resistencia intrínseca a carboxipenicilinas 

(ticarcilina), ureidopenicilinas (piperacilina), betalactámicos combinados con 

inhibidores de las betalactamasas (piperacilina/tazobactam y ticarcilina/ácido 

clavulánico), cefalosporinas de cuarta generación y algunas de tercera generación 

(ceftazidima y cefoperazona), aminoglucósidos (gentamicina, tobramicina y 

amikacina), monobactámicos (aztreonam), algunas fluoroquinolonas (levofloxacina y 

ciprofloxacina), carbapenémicos (imipinem y meropenem) y las polimixinas 

(colistina). Sin embargo, es capaz de desarrollar resistencia a cualquiera de estos 

agentes, bajo la influencia de la exposición antibacteriana previa  (Rossolini, 2005). 

 

El riesgo de aparición de resistencia antimicrobiana como consecuencia de la 

exposición a antibióticos varía según el fármaco empleado, pero en especial se asocia 

con ciprofloxacina y con imipenem. Los mecanismos generales de resistencia 

antibacteriana comprenden el bloqueo del ingreso, la salida activa del antibiótico 

desde el interior de la célula bacteriana, la alteración del sitio blanco o sitio de acción 

del antimicrobiano y la degradación enzimática del mismo (Driscoll et al., 2007). 

 

El bloqueo del ingreso del antibiótico se da por cambios en la permeabilidad de 

la membrana, principalmente por cambios en las porinas. Las porinas son proteínas 

que forman canales llenos de agua ubicados en la membrana externa que regulan la 

entrada de algunos elementos, entre ellos los antibióticos. Los cambios en su 

conformación pueden llevar a que la membrana externa no permita el paso de estos 

agentes hacia el espacio periplásmico (Vila et al., 2007). 

 

 



 6

La penetración de imipenem y otros carbapenemos hacia el interior de P. 

aeruginosa ocurre a través de la porina D (OprD), específica para el transporte de 

aminoácidos dibásicos y de glutamato. OprD es una porina de membrana externa, la 

cual puede disminuir su cantidad o cambiar su conformación durante la terapia con 

carbapenémicos, lo que conlleva a la resistencia a imipenem y una disminución de la 

sensibilidad al meropenem sin afectarse otros betalactámicos. En cambio el 

meropenem puede ser expulsado por bombas de eflujo, las cuales son sistemas que 

captan al antibiótico en el citoplasma o en el espacio periplasmático llevándolo hacia 

el exterior de la bacteria (Köler y Pechére, 2001; Livermore, 2001; Vila et al., 2002). 

Usualmente, estas bombas causan pequeños aumentos en la Concentración Mínima 

Inhibitoria (CIM); sin embargo cuando aparecen simultáneamente varios mecanismos 

de resistencia, se produce una resistencia clínica evidente. De esta manera, las 

bombas de eflujo, la perdida de porinas, las mutaciones en los sitios de acción y las 

enzimas hidrolíticas trabajan armónicamente para defender a la bacteria del 

antibiótico y, por lo tanto, de su muerte (Tafur et al., 2008).  

 

La producción de enzimas degradantes o inactivantes de los antimicrobianos es 

uno  de los mecanismos de resistencia más importantes contra los betalactámicos y 

son conocidas, de forma general, como β-lactamasas. Existen dos familias diferentes 

de β-lactamasas, no relacionadas entre si, las serino β-lactamasas y las metalo β-

lactamasas (MBLs). Las primeras poseen una molécula del aminoácido serina en su 

sitio activo mientras que las segundas poseen una o dos moléculas de zinc (Bush et 

al., 1995; Queenan y Bush, 2007). 

 

P. aeruginosa  produce una β-lactamasa de tipo AmpC (o clase C) 

cromosómica, una serino β-lactamasa, cuya expresión puede ser inducida por la 

exposición a los betalactámicos. La inducción de la β-lactamasa AmpC puede 

provocar la resistencia tanto al agente inductor como a otros betalactámicos. No todos 

los betalactámicos son inductores igualmente eficaces de la β-lactamasa AmpC 
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cromosómica. El imipenem es un inductor conocido, mientras que las cefalosporinas 

de tercera y cuarta generación son inductores débiles (Driscoll et al., 2007). 

 

En algunas oportunidades y por procesos de mutación, P. aeruginosa se 

convierte en productoras de grandes cantidades de la enzima AmpC, que es capaz de 

hidrolizar a prácticamente todos los betalactámicos (Chirinos, 2000). Algunas cepas 

de P. aeruginosa, producen, además de AmpC, otras β-lactamasas (adquiridas o 

secundarias) que interfieren directamente con la actividad de los betalactámicos. De 

esta forma, la producción de oxacilinasas y penicilinasas de clase A, β-lactamasas de 

espectro extendido (muy poco frecuentes) y carbapenemasas, pueden afectar el 

fenotipo de resistencia a los betalactámicos de una cepa concreta de P. aeruginosa 

(Martínez y Hernández, 2003). 

 

P. aeruginosa es capaz de adquirir genes que codifican para la producción de 

MBLs. Estas enzimas, presentes de forma natural en algunas especies de bacilos 

Gram negativos ambientales, tienen la capacidad de hidrolizar a todas las penicilinas, 

cefalosporinas y carbapenémicos sin afectar a los monobactámicos (Rossolini, 2005; 

Walsh et al., 2005; Sánchez et al., 2008). 

 

Las MBLs tienen como características fundamentales ser activas contra los 

carbapenemos, no hidrolizan a los monobactámicos, son inhibidas por agentes 

quelantes de iones metálicos como el ácido etilenaminotetraacético (EDTA) y el 

ácido dipicolínico (DPA), no son inhibidas por ácido clavulánico, sulbactam ni 

tazobactam y presentan uno o dos iones de zinc en su sitio activo, los cuales se unen a 

moléculas de agua que sirven como nucleófilas, e hidrolizan el enlace cíclico de la 

amida del anillo betalactámico, convirtiendo a este anillo en biológicamente inactivo. 

A nivel molecular, las MBLs son un grupo heterogéneo de proteínas que hacen que la 

clasificación y estandarización de su estructura sean prácticamente imposible 

(Murphy et al., 2003; Peleg et al., 2005;  Sader et al., 2005; Toleman et al., 2005). 
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Los genes que codifican para las MBLs, se encuentran asociados a transposones 

e integrones, los cuales están frecuentemente localizados en plásmidos grandes (80-

120 kb), donde usualmente se transportan otros determinantes de resistencia (Poirel y 

Nordmann, 2002; Kimura et al., 2005; Walsh et al., 2005).  

 

Las MBLs fueron primero formalmente clasificadas en serino β-lactamasas en 

1980, en el esquema de clasificación propuesto por Ambler (Ambler et al., 1980). 

Actualmente, de acuerdo a la secuencia nucleotídica de los genes que codifican para 

las β-lactamasas y las características estructurales de cada enzima, estas han sido 

clasificadas dentro de la clase B de la clasificación molecular de Ambler y en el 

grupo 3 de la clasificación funcional de Bush, Jacoby y Medeiros (Walsh et al, 2005). 

Este grupo de enzimas a su vez ha sido dividida en tres subclases (B1, B2 y B3) en el 

grupo B de la clasificación molecular de Ambler. La subclase B1 agrupa las enzimas 

inducibles o asociadas a plásmidos; en este grupo se encuentran las de tipo IMP, 

VIM, SPM, GIM, SIM. En P. aeruginosa se han detectado los tipos IMP, VIM, SPM, 

GIM; siendo las IMP, VIM, los tipos de MBLs más diseminadas en el mundo las 

cuales a pesar de su baja similitud en secuencia de aminoácidos, comparten 

características hidrolíticas muy afines (Cornaglia et al., 2000; Crespo et al., 2004; 

Villegas et al., 2006; Guevara et al., 2009). 

 

En 1989, Bush clasificó las MBLs en un grupo aparte (grupo 3) de acuerdo a 

sus propiedades funcionales y sigue siendo el sistema de referencia recomendado para 

β-lactamasas en general. Este esquema se basa principalmente en los perfiles del 

sustrato (en particular hidrólisis de imipenem), su sensibilidad al EDTA, y su falta de 

inhibición por los inhibidores de las serino β-lactamasas (ácido clavulánico, 

sulbactam y tazobactam). Dicho esquema se actualizó en 1995 y además fue 

modificado nuevamente en 1997 para dar cabida al creciente número de enzimas del 

grupo 3 continuamente clasificadas. En aquel momento sólo dos tipos de MBLs 
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transferibles habían sido estudiadas, CCRA de Bacteroides fragilis e IMP-1 de P. 

aeruginosa (Bush, 1989; Bush et al., 1995; Vila et al., 2002; Marchiaro et al., 2005).  

 

Todas las MBLs hidrolizan imipenem, pero su capacidad para lograr esto, varía 

considerablemente y la tasa de hidrólisis puede o no correlacionarse con el nivel de 

resistencia a la bacteria a carbapenémicos. Sin embargo, estas enzimas tienen la 

característica de ser universalmente inhibidas por el EDTA, así como otros agentes 

quelantes de cationes divalentes (Massida et al., 1991; Rassmusen y Bush, 1997). 

 

Las MBLs del tipo VIM son las más frecuentes en el continente americano, 

siendo la más diseminada a nivel mundial el tipo VIM-2. Esta enzima relacionada con 

la resistencia  a carbapenémicos en P. aeruginosa y otros no fermentadores, ha sido 

encontrada en los países de Europa y la Cuenca Mediterránea, como en los países del 

extremo Lejano Oriente y América (Sardelic et al., 2003; Cornaglia et al., 2007; 

Poirel et al., 2007).  

 

En Venezuela, la MBL VIM-2 fue descrita en el año 2004 entre cepas de P. 

aeruginosa de origen clínico en un hospital de Caracas, en el marco del Programa 

Internacional de Vigilancia SENTRY (Antimicrobial Surveillance Program). Desde 

entonces en varios hospitales venezolanos se han aislado cepas de P. aeruginosa con 

un perfil fenotípico compatible con la producción de MBL, pero en la mayoría de los 

casos no se ha comprobado el mecanismo genético involucrado (Guevara et al., 

2009). 

 

Un estudio realizado recientemente en Venezuela, describe la detección de 

MBLs tipo VIM mediante ensayos fenotípicos y moleculares en nueve cepas de P. 

aeruginosa resistentes a carbapenémicos aisladas de muestras clínicas de cuatro 

hospitales de este país. Por métodos fenotípicos se evidenció que 100% eran 
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productoras de MBLs y por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) todas las 

MBLs resultaron ser del tipo VIM (Sánchez et al., 2008) 

 

En Ciudad Bolívar, estado Bolívar, se logró aislar cepas de P. aeruginosa de 

pacientes con diagnóstico diferente que posteriormente se complicaron con 

infecciones nosocomiales en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) del Complejo 

Hospitalario “Ruiz y Páez” ubicado en esta localidad. Al realizar las pruebas de 

susceptibilidad a los agentes antimicrobianos se observó que todos los aislamientos 

mostraron un perfil de sensibilidad compatible con la producción de una MBLs. La 

detección de este tipo de enzima mediante las técnicas de sinergismo de doble disco 

(DDST), PCR y secuenciación permitió confirmar que todas las cepas de P. 

aeruginosa aisladas producían una MBL de tipo VIM 2 (Guevara et al., 2009). 

 

Dado el hecho de que todas la MBLs se ven afectadas por la supresión del zinc 

en el sitio activo, en principio, su detección debe ser sencilla y en diferentes estudios 

se han utilizado sustancias quelantes de iones metálicos combinados o no con 

antibióticos betalactámicos para detectar las cepas que poseen estas enzimas 

clínicamente importantes. Sin embargo, las MBLs varían en su nivel de inhibición 

con ciertos compuestos asi como también en su capacidad de conferir resistencia a la 

ceftazidima o imipenem, dos sustratos comúnmente utilizados en la detección de 

MBLs (Yan et al., 2004). 

 

Varias metodologías han sido propuestas para la detección de P. aeruginosa 

productoras de MBLs. Sin embargo, los documentos del NCCLS actualmente CLSI 

(Clinical and Laboratory Standards Institute), aun no contienen un método para la 

detección de aislamientos productores de MBLs (Lee et al, 2003; Jesudason et al, 

2005), pero se han desarrollado diferentes métodos fenotípicos basados en la 

utilización de inhibidores de estas enzimas, como el EDTA, el DPA, ácido 2-
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mercaptopropiónico (MPA) y el  mercaptoacético de sodio (SMA)  (Queenan y Bush, 

2007). 

 

Uno de los métodos empleados en la detección fenotípica de MBLs es el de 

aproximación con discos o método del sinergismo de doble disco (DDST, por sus 

siglas en inglés), el cual consiste en colocar, sobre una placa de agar Mueller-Hinton 

inoculada con el microorganismo problema, un disco que contiene un agente quelante 

(EDTA, SMA, ácido dipicolínico o ácido 2-mercaptopropiónico) rodeado por un 

disco de imipenem (10μg) y otro de meropenem (10 μg). Esta prueba es positiva 

(presencia de MBL) si se observa un aumento del halo de inhibición o la presencia de 

una zona de inhibición entre el imipenem y/o el meropenem y el agente quelante. 

Otro método consiste en colocar discos de imipenem y meropenem suplementados 

con sustancias quelantes y discos de imipenem y meropenem solos, considerándose 

una prueba positiva si se observa un aumento del halo de inhibición de los discos 

suplementados en comparación con los halos producidos alrededor de los discos que 

contienen antibiótico solo (Mansilla, 2008). Estas pruebas detectan y diferencian la 

producción de MBLs de otras β-lactamasas (Lee et al., 2001), pero estos métodos que 

usan el EDTA para la inactivación de las MBLs, tienen tendencia a tener resultados 

falsos positivos, ya que el agente quelante por si mismo, tiende a aumentar la 

permeabilidad de la membrana, aumentando así la oportunidad de un efecto 

bactericida (Chu et al., 2005). 

 

Dado que las MBLs son enzimas que inactivan a los principales grupos de 

antimicrobianos usados para el tratamiento de las infecciones graves producidas por 

P. aeruginosa, es recomendable realizar la detección de estas enzimas mediante 

pruebas fenotípicas utilizando el EDTA como agente quelante, así como también el 

uso de otros agentes como el SMA en combinación con imipenem y meropenem, ya 

que de este modo se aumenta la sensibilidad y especificidad para la detección de las 

mismas, por tal motivo surge la necesidad de comparar la efectividad del EDTA y del 
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SMA en la detección de MBLs en una colección de cepas de  P. aeruginosa, 

productoras de MBLs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

JUSTIFICACIÓN 
 

El aumento de la resistencia a los antibióticos entre las bacterias Gram 

negativas es un ejemplo notable de cómo las bacterias pueden adquirir, mantener y 

expresar información genética nueva que puede conferir resistencia a uno o varios 

antibióticos (Walsh et al., 2005). 

 

Cada vez es más frecuente el aumento de la morbilidad y mortalidad debido a 

las infecciones por bacilos Gram negativos productores de MBLs adquiridas 

(Rodríguez et al., 2003). Las bacterias productoras de este tipo de enzimas 

usualmente causan infecciones que son difíciles de tratar debido a la inefectividad de 

los betalactámicos, en especial de los carbapenémicos que son los antibióticos más 

usados en este tipo de patologías, sin embargo,  existen otras opciones terapéuticas 

que podrían ser utilizadas de manera precoz si se conoce que la infección es 

producida por un microorganismo productor de MBL, aumentando así las 

posibilidades de supervivencia de los pacientes afectados. De allí la importancia de su 

detección rápida y eficiente, lo que amerita la implementación de técnicas de 

laboratorio para su identificación rutinaria.  

 

 

 

 

 

 

 



 
 

OBJETIVOS 
 

Objetivo General 

 

Determinar la efectividad del ácido etilenaminotetraacético (EDTA) y del 

mercaptoacético de sodio (SMA), en la detección de MBLs en cepas de P. 

aeruginosa. 

 

Objetivos Especificos 

 

• Determinar la presencia de MBLs, empleando el método de sinergia de 

doble disco usando discos de EDTA/SMA, meropenem e imipenem. 

 

• Evaluar la presencia de MBLs, empleando el método de los discos 

combinados usando discos de imipenem, meropenem, 

imipenem/EDTA/SMA y meropenem/EDTA/SMA. 

 

• Demostrar la presencia de MBLs, empleando el método de los discos 

combinados usando discos de imipenem, meropenem, imipenem/EDTA y 

meropenem/EDTA. 

 

• Identificar la presencia de MBLs, empleando el método de los discos 

combinados usando discos de imipenem, meropenem, imipenem/SMA y 

meropenem/SMA. 

 

• Comparar la eficiencia de los diferentes métodos y sustancias quelantes 

empleados en la detección de las MBLs. 

 



 
 

METODOLOGÍA 
 

Diseño de la Investigación 

 

 Se realizó una investigación con diseño experimental de tipo descriptivo y 

comparativo. Este estudio fue realizado en el Laboratorio Bacteriológico “Dr. 

Sócrates Medina” entre los meses de Octubre a Noviembre del 2009. 

 

Muestra 

 

La muestra estuvo constituida por 25 cepas de P. aeruginosa procedentes de 

diferentes hospitales y centros de investigación, de las cuales 20 eran productoras de 

MBLs de diferentes tipos, caracterizadas por PCR y conservadas en el cepario del 

Laboratorio de Microbiología del Complejo Hospitalario “Ruiz y Páez”. Las cepas, su 

procedencia y el tipo de MBL que poseen así como las cepas para control negativo 

que fueron usadas en el estudio se muestran en las tablas 1 y 2 respectivamente. 
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Tabla 1. Cepas de Pseudomonas aeruginosa utilizadas en el estudio según su 

centro de          procedencia y la metalo β-lactamasa producida.  

 
Nº  Cepa Centro de Procedencia Tipo de MBL 

77923 Inst. Nac. Hig. “Rafael Rangel” VIM-2 

77297 Inst. Nac. Hig. “Rafael Rangel” IMP-1 

7525 M Inst. Nac. Enf. Infec. “Carlos Malbran” 
(Argentina). SPM-1 

863 B Clinica Santa Ana VIM 

865 A Hospital Industrial de San Tomé VIM 

788 A Hospital “Raul Leoni” VIM 

952 M Hospital “Raul Leoni” VIM 

944 M Hospital “Raul Leoni” VIM 

925 M Comp. Hosp. “Ruiz y Paez” VIM 

333 A Comp. Hosp. “Ruiz y Paez” VIM 

1525 Comp. Hosp. “Ruiz y Paez” VIM 

15 H Comp. Hosp. “Ruiz y Paez” VIM 

476 A Comp. Hosp. “Ruiz y Paez” VIM 

270 B Comp. Hosp. “Ruiz y Paez” VIM 

1100 M Comp. Hosp. “Ruiz y Paez” VIM 

3304 O Comp. Hosp. “Ruiz y Paez” VIM 

9 A Comp. Hosp. “Ruiz y Paez” VIM 

1143 A Comp. Hosp. “Ruiz y Paez” VIM 

1272 A Comp. Hosp. “Ruiz y Paez” VIM 

50 B Comp. Hosp. “Ruiz y Paez” VIM 

807 B Comp. Hosp. “Ruiz y Paez” VIM 
 
Tabla 2. Cepas de Pseudomonas aeruginosa utilizadas como controles negativos en el 
estudio según el mecanismo de resistencia que presentan. 
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Nº  Cepa Centro de Procedencia Mecanismos de 
Resistencia 

ATCC 27853 Inst. Nac. Hig. “Rafael Rangel”. Ninguno. 

77926 Inst. Nac. Hig. “Rafael Rangel”. Bomba de eflujo 
MexAB-OprM. 

77301 Inst. Nac. Hig. “Rafael Rangel”. Deficit de porinas 
OprD. 

77924 Inst. Nac. Hig. “Rafael Rangel”. Carbapenemasa 
GES-1. 

77725 Inst. Nac. Hig. “Rafael Rangel”. β-lactamasa de 
Espectro Expandido. 

 



 
 

MÉTODOS 
 

1.- Elaboración de los discos de EDTA/SMA: (Apéndice A) 

 

Se preparó  una solución de SMA a una concentración de 300 mg/ml, para lo 

cual se pesó 1,8 gr de SMA, que fueron diluidos en 6 ml de agua destilada estéril. Así 

mismo se preparó una solución de EDTA 0,5 M, pesando 0,75 g de EDTA (PM: 

372,24) que fueron disueltos en 4 ml de agua destilada estéril; para facilitar su 

disolución, se agregaron poco a poco gotas de NaOH 0,1 N, hasta alcanzar un pH 

final de 8 (Lee et al., 2003). 

  

Para la preparación de los discos, se procedió a mezclar 4 ml de SMA (300 

mg/ml) y 6 ml de EDTA (0,5 M) en un beaker, posteriormente se procedió a 

dispensar 10 µl de la solución preparada en discos de papel de filtro estériles, 

obteniéndose una concentración aproximada de 750 µg de EDTA y 2 mg de SMA en 

cada disco. Se dejaron secar a temperatura ambiente por 24 horas en capsulas de petri 

estériles, y posteriormente se guardaron en refrigeración hasta el momento de su 

utilización (Lee et al., 2003). 

 

A cada lote de discos se le realizó el control de calidad utilizando las cepas de 

P. aeruginosa ATCC 27853 como control negativo y P. aeruginosa 77923 

productora de MBL de tipo VIM-2 como control positivo. 

 

2.-Método de Sinergismo de Doble Disco 

 

Para la realización de esta prueba, se procedió a realizar una suspensión en 

solución salina fisiológica estéril ajustándola a 0,5 en la escala Mc Farland, de cada 

una de las cepas empleadas para este estudio. Posteriormente cada cepa fue inoculada 
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en una placa de agar Müeller Hinton, para luego colocar un disco de EDTA/SMA 

previamente preparado y a ambos lados de éste, los discos de imipenem y meropenem 

a una distancia de 15 mm entre los antibióticos y el disco con la suspensión de 

EDTA/SMA. Las placas se incubaron a 35°C por 24 horas en aerobiosis para 

posteriormente observar la presencia o ausencia en la deformidad de los halos de 

inhibición (figura 1).  

                                                    

                                                  

 

                   MEM: Meropenem. 

              EDTA: Acido 

etilendiaminotetracético 

           SMA: Acido         

mercptoacético 

IMI: Imipenem 

 

 

 

 

 

 

 FIGURA 1: 
Representación esquemática de la prueba de sinergismo de doble discos de 

imipenem, meropenem y EDTA/SMA. 

 

Se consideró como un resultado positivo para la detección de MBLs, la 

deformidad o ampliación del halo de inhibición del crecimiento bacteriano formado 
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indistintamente entre los discos de meropenem y el de EDTA/SMA o de imipenem y 

el de EDTA/SMA, de acuerdo a lo descrito por Lee et al., 2003. 
  

3.-Método de Discos Combinados 

 

 Para la realización del método de discos combinados, se procedió a realizar 

tres (3) ensayos experimentales en los cuales se comparó el efecto del antibiótico solo 

y de éstos combinados con las soluciones de EDTA, SMA o ambas. 

 

 a.- Imipenem y meropenem solos y combinados con una solución de 

EDTA/SMA (0,5 M/300 mg/ml): para la realización de este experimento se utilizó la 

solución de EDTA y SMA preparada como se explicó anteriormente. Posteriormente 

se realizó una suspensión en solución salina fisiológica estéril ajustandolas a 0,5 en la 

escala Mc Farland, de cada una de las cepas empleadas para este estudio. Cada cepa 

fue inoculada en una placa de agar Müeller Hinton, para luego colocar dos discos de 

imipenem y dos discos de meropenem, a un disco de cada carbapenem se le agregó 

10 µl de la solución EDTA/SMA (figura 2). Las placas se incubaron a 35°C por 24 

horas en aerobiosis para posteriormente medir los halos de inhibición formados. 

 

b.- Imipenem y meropenem solos y combinados con EDTA (0,5 M): para la 

realización de este ensayo se empleó la solución de EDTA (0,5 M) previamente 

preparada. Luego se inocularon las placas de agar Müeller Hinton como se explicó 

anteriormente, para colocar dos discos de imipenem y dos discos de meropenem, a un 

disco de cada carbapenémico se le adicionó 4 µl de la solución EDTA (0,5 M) (750 

µg aproximadamente) (figura 3). Las placas se incubaron a 35°C por 24 horas en 

aerobiosis para posteriormente medir los halos de inhibición formados. 
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MEM: Meropenem. 

EDTA: Acido 

etilendiaminotetracético. 

SMA: Mercaptoacético de 

sodio. 

IMI: Imipenem. 

 

                        

 

 
 

FIGURA 2: 
 

Representación esquemática de la prueba de discos combinados usando discos 

de imipenem, meropenem, imipenem EDTA/SMA y meropenem EDTA/SMA. 
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      MEM: Meropenem. 

   EDTA: Acido                             

etilendiaminotetracético. 

IMI: Imipenem. 

 

 

 

 

 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 

FIGURA 3: 
 

Representación esquemática de la prueba de discos combinados usando discos 

de imipenem, meropenem, imipenem/ EDTA y meropenem /EDTA 
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c.- Imipenem y meropenem solos y combinados con SMA (300 mg/ml): para la 

realización de este ensayo se empleó la solución de SMA (300 mg/ml) previamente 

preparada. Luego se inoculó las placas de agar Müeller Hinton como se explicó 

anteriormente, para colocar dos discos de imipenem y dos discos de meropenem, a un 

disco de cada carbapenémico se le adicionó 6 µl de SMA (300 mg/ml) (2 mg 

aproximadamente) (figura 4). Las placas se incubarón a 35°C por 24 horas en 

aerobiosis para posteriormente medir los halos de inhibición formados. 

 

Todos los ensayos se realizaron por duplicado y se tomó como diámetro 

definitivo de los halos de inhibición, el promedio de lo obtenido de ambos 

experimentos.  

 

Análisis e Interpretación de Resultados 

 

En las pruebas de discos combinados, se compararon los diámetros de los halos 

de inhibición obtenidos con cada sustancia quelante (EDTA, SMA, EDTA/SMA) en 

las cepas positivas y negativas, mediante la aplicación del test t de Student para 

determinar su significancia estadística y proponer un punto de corte óptimo. 

 

En todos los ensayos se calculó la sensibilidad (SN), la especificidad (SP), el 

valor predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VNN), utilizando las 

siguientes formulas: 

SN: a / (a + c) 

 

SP: d / (b + d) 

 

VPP: a / (a + b) 

 

VPN: d / (c + d) 
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Donde: 

 

a = N° de cepas productoras de MBLs catalogadas como productoras de MBLs. 

 

c = N° de cepas productoras de MBLs catalogadas erróneamente como no 

productoras de MBLs. 

 

d = N° de cepas no productoras de MBLs catalogadas como no productoras de 

MBLs. 

 

b = N° de cepas no productoras de MBLs catalogadas como  productoras de 

MBLs. 

 

Todos los resultados serán expresados en tablas y gráficos. 

 

En las pruebas de discos combinados donde no fue posible obtener un punto de 

corte optimo, mediante el calculo de la especificidad, la sensibilidad, el valor 

predictivo positivo y el valor predictivo negativo, se elaboraron curvas de 

características operacionales (curvas ROC) para establecer el punto de corte más 

conveniente, utilizando el programa Epidat versión 3.3. Una curva ROC consiste en 

un gráfico que contiene la relación entre la sensibilidad y la especificidad de una 

prueba, que se calculan para todos los valores de corte posible. Se considera que un 

punto de corte es más eficiente a medida que el área bajo la curva ROC se aproxima a 

1. 
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        MEM: Meropenem. 
     IMI: Imipenem. 

  SMA: Mercaptoacético de sodio. 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

Figura 4: 
Representación esquemática de la prueba de discos combinados usando discos 

de imipenem, meropenem, imipenem/ SMA y meropenem /SMA. 

 



 
 

RESULTADOS 
 

Se evaluaron un total de 25 cepas de P. aeruginosa, 20 de las cuales eran 

productoras de metalo β-lactamasas (MBLs), caracterizadas por técnicas de biología 

molecular. 

 

La aplicación del método de sinergia de doble disco a las cepas en estudio,  

permitió diferenciar de manera correcta aquellas cepas no productoras de MBLs de 

las cepas productoras de esta enzima, mediante la visualización de la deformación del 

halo de inhibición formado en el caso de las cepas MBLs positivas (Figura 5). 

 

Al realizar el método de los discos combinados, se evidenció que al probar el 

imipenem o el meropenem con la mezcla de EDTA/SMA o con EDTA solo, el 

promedio de los diámetros de los halos de inhibición se incrementó en más del doble 

con relación al promedio de los halos de inhibición de los antibióticos solos en las 

cepas productoras de MBLs, siendo estadísticamente significativo (p<0,05) (Tabla 3), 

no así en las cepas no productoras de la enzima, donde el máximo incremento del 

promedio de los halos de inhibición se ubicó en 1,74 mm. Cuando los carbapenemos 

se combinaron con el SMA solo, el incremento promedio de los halos de inhibición 

en las cepas productoras de metalo β-lactamasas fue de aproximadamente de 4 mm 

mientras que en las no productoras no hubo ningún incremento (Tabla 3) (Figura 6).   

 

Cuando se calculan las diferencias promedio de los halos de inhibición 

obtenidos al probar un carbapenemo solo y el mismo combinado con un agente 

quelante, y se compara el resultado de las cepas productoras de MBLs con lo 

obtenido en las no productoras, se evidencia que a través de este método se pudo 

diferenciar entre las cepas productoras y no productoras de la enzima (Tabla 4).   
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Las gráficas 1, 2, 3 y 4 muestran que al obtener y comparar  la diferencia entre 

los diámetros de los halos de inhibición del imipenem y el meropenem solos y en 

combinación con sustancias quelantes de iones metálicos como el EDTA y el uso de 

una mezcla de EDTA y SMA, fue posible diferenciar claramente las cepas de P. 

aeruginosa productoras y no productoras de MBLs. En la gráfica 5 se puede apreciar 

que con el uso del imipenem solo y combinado con el SMA también es posible 

distinguir entre los dos tipos de cepas evaluadas, mientras que el uso del meropenem 

solo y combinado con SMA no permitió establecer de manera clara la diferencia entre 

las cepas productoras o no de métalo β-lactamasas, debido a que la zona de inhibición  

de las cepas MBLs negativas fue igual a la de algunas cepas MBLs positivas (Gráfica 

6). 

 

Al analizar la eficiencia de los métodos fenotípicos empleados para la detección 

de las MBLs mediante el calculo de la sensibilidad, la especificidad, el valor 

predictivo positivo y el valor predictivo negativo, se evidenció que el método del 

sinergismo del doble disco (DDST) obtuvo un valor de 100% en los cuatro 

indicadores evaluados (Tabla 5). En el caso del método del disco combinado, fue 

necesario establecer puntos de corte para cada una de las combinaciones de 

antibióticos y quelantes utilizados basados en las diferencias entre los diámetros de 

los halos de inhibición mostrados en los gráficos 1, 2, 3, 4, 5 y 6. Así, para las 

combinaciones de carbapenemos con EDTA y EDTA/SMA se escogieron como 

posibles puntos de corte una diferencia del diámetro de inhibición entre en antibiótico 

solo y combinado con quelantes de 4, 5 y 6 mm, mientras que para las combinaciones 

de carbapenemos con SMA las diferencias de halo propuestas fueron de 1, 2 y 3 mm 

(Tabla 4). 

 

Al comparar los puntos de corte propuestos para la prueba del disco combinado 

usando diferentes quelantes de iones metálicos, se encontró que para el caso del 

imipenem y el meropenem combinados con EDTA/SMA o combinados únicamente 
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con EDTA, el punto de corte ≥5 mm fue el más eficiente ya que con el mismo se 

pudo obtener un 100% de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y 

valor predictivo negativo en todas las combinaciones (Tabla 5). 

 

En el caso del imipenem combinado con SMA el punto de corte ideal se 

establece como ≥ 2 mm, ya que permitió obtener 100% en cada uno de los parámetros 

estudiados, al contrario de los resultados obtenidos con el uso de meropenem 

combinado con SMA donde no se pudo establecer un punto de corte ideal que 

permitiera obtener 100% de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y 

del valor predictivo negativo, observándose que el punto de corte que se aproxima 

más al valor ideal de cada parámetro es de ≥ 1 mm (Tabla 5). 

 

Con la finalidad de facilitar y verificar la escogencia de un punto de corte 

óptimo, se elaboraron curvas de características operacionales (curvas ROC) para las 

pruebas de disco combinado en las cuales no se obtuvo 100% de sensibilidad ni de 

especificidad en alguno de los puntos de corte propuestos (MEM/EDTA/SMA, 

MEM/EDTA, IMP/SMA y MEM/SMA).  

 

En la gráfica 7 se puede observar que el punto de corte ≥4 mm tiene un área 

bajo la curva de 0,9 mientras que el área para los valores de ≥5 mm y ≥6 mm es de 1, 

esto indica que los puntos de corte de ≥5 mm o ≥6 mm son los más adecuados para la 

prueba del disco combinado de MEM/EDTA/SMA, sin embargo no hubo una 

diferencia estadísticamente significativa entre los tres puntos de corte considerados 

(p>0,05). En el caso del uso del meropenem combinado solamente con EDTA 

(MEM/EDTA), se logró establecer como puntos de cortes ideales ≥4 mm y ≥5 mm, 

con los cuales se pueden obtener resultados satisfactorios para la diferenciación de 

cepas de P. aeruginosa productoras y no productoras de MBLs. Sin embargo, 

tampoco en este caso existen diferencias estadísticamente significativas entre los tres 

puntos de corte propuestos (p>0,05) (Gráfica 8). 
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Las curvas ROC correspondientes a los puntos de corte propuestos para la 

prueba del disco combinado de IMP/SMA reflejan que el punto de corte de ≥2 mm es 

el más adecuado, cuando se comparan los tres puntos propuestos (Gráfica 9) mientras 

que el caso del meropenem combinado con SMA fue difícil establecer un punto de 

corte ideal que permita separar las cepas de P. aeruginosa productoras y no de MBLs, 

ya que de los 3 puntos de corte analizados tuvieron valores similares de área bajo la 

curva, cercanos a 1 (Gráfica 10). 

 

 

IMI MEM 

EDTA-SMA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

EDTA: ácido etilendiaminotetraacético SMA: Mercaptoacético de sodio;  
IMP: imipenem; MEM: meropenem 

 

Figura 5. Detección de MBLs mediante el método de sinergia de doble disco en 

una cepa de P. aeruginosa.  
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Tabla 3. Promedio de los diámetros de los halos de inhibición del imipenem y 

meropenem solos y combinados con los inhibidores de metalo β-lactamasas en 

cepas de P. aeruginosa productoras y no productoras de metalo β-lactamasas.  
 

 
 

MBL+ MBL- Prueba de discos 
combinados Halo promedio 

(mm) P Halo promedio 
(mm) p 

IMP 9,45 16,8 

IMP/EDTA/SMA 22,35 
<0,0001 

17,8 
0,7835 

MEM 11,45 17,06 

MEM/EDTA/SMA 24,25 
<0,0001 

18,8 
0,8235 

IMP 9,65 17,20 

IMP/EDTA 23,20 
<0,0001 

18,8 
0,6626 

MEM 11,95 18 

MEM/EDTA 23,45 
<0,0001 

19,4 
0,7856 

IMP 9,15 15,6 

IMP/SMA 13,05 
<0,0008 

15,6 
1,000 

MEM 11,35 17 

MEM/SMA 15,55 
0.0117 

17 
1,000 

 
IMP: imipenem; MEM: meropenEDTA: ácido etilendiaminotetracético;  SMA: mercaptoacético de 
sódio; MBL+: cepas productoras de metalo β-lactamasas; MBL-: cepas no productoras de metalo β-
lactamasas; p: significancia estadística. 
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A.- Prueba positiva 

 

MEM

IMP

MEM/EDTA 

IMP/EDTA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

B.- Prueba negativa 
 

MEM

IMP

MEM/EDTA 

IMP/EDTA 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

IMP: imipenem; MEM: meropenem; 
EDTA: ácido etilendiaminotetracético 

 
 
 

Figura 6. Detección de MBLs mediante el método del disco combinado en cepas 

de P. aeruginosa.  
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Tabla 4. Diferencia promedio de los diámetros de los halos de inhibición entre  el 

imipenem y el meropenem solos y combinados con los inhibidores de metalo β-

lactamasas en cepas de P. aeruginosa productoras y no productoras de metalo β-

lactamasas.  

 

Diferencia de halos (mm) Prueba del disco 
combinado  MBL+ MBL- 

p 

IMP - IMP/EDTA/SMA 12,9 1 <0,0001 

MEM - MEM/EDTA/SMA 12,7 1,2 <0,0001 

IMP - IMP/EDTA 13,55 1,6 <0,0001 

MEM - MEM/EDTA 11,50 1,4 <0,0001 

IMP - IMP/SMA 3,9 0,4 <0,0001 

MEM - MEM/SMA 4,2 0 <0,0002 

 
 IMP: imipenem; MEM: meropenem; EDTA: ácido etilendiaminotetracético;  
 SMA: mercaptoacético de sódio; MBL+: cepas productoras de metalo β-lactamasas; 
 MBL-: cepas no productoras de métalo β-lactamasas; p: significancia estadística. 
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Gráfica 1. P. aeruginosa productoras y no productoras de metalo β-lactamasas 

según la diferencia del diámetro de los halos de inhibición entre el imipenem solo 

y combinado con EDTA/SMA. 
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Gráfica 2. P. aeruginosa productoras y no productoras de metalo β-lactamasas 

según la diferencia del diámetro de los halos de inhibición entre el meropenem 

solo y combinado con EDTA/SMA.  
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Gráfica 3. P. aeruginosa productoras y no productoras de metalo β-lactamasas 
según la diferencia del diámetro de los halos de inhibición entre el imipenem solo 
y combinado con EDTA.  
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Gráfica 4. P. aeruginosa productoras y no productoras de metalo β-lactamasas 
según la diferencia del diámetro de los halos de inhibición entre el meropenem 
solo y combinado con EDTA.  
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Gráfica 5. P. aeruginosa productoras y no productoras de métalo β-lactamasas 

según la diferencia del diámetro de los halos de inhibición entre el imipenem solo 

y combinado con SMA.  
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Gráfica 6. 
 
P. aeruginosa productoras y no productoras de métalo β-lactamasas según la 

diferencia del diámetro de los halos de inhibición entre el meropenem solo y 

combinado con SMA. 
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Tabla 5. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor 
predictivo negativo de los métodos de sinergia de doble disco y del disco 
combinado entre los antibióticos usados (imipenem y meropenem) solos y 
combinados con los inhibidores de metalo β-lactamasas según los puntos de corte 
propuestos.  

 

Métodos, agente (s)  SN 
(%) 

SP 
(%) 

VPP 
(%) 

VPN 
(%) 

DDST 100 100 100 100 
     

Método del disco 
combinado 

    

IMP/EDTA/SMA     
≥ 4 mm 100 100 100 100 
≥ 5 mm 100 100 100 100 
≥ 6 mm 100 100 100 100 

     
MEM/EDTA/SMA     

≥ 4 mm 100 80 95,24 100 
≥ 5 mm 100 100 100 100 
≥ 6 mm 100 100 100 100 

     
IMP/EDTA     
≥ 4 mm 100 100 100 100 
≥ 5 mm 100 100 100 100 
≥ 6 mm 100 100 100 100 

     
MEM/EDTA     

≥ 4 mm 100 100 100 100 
≥ 5 mm 100 100 100 100 
≥ 6 mm 95 100 100 83,83 

     
IMP/SMA     
≥ 1 mm 100 60 90,91 100 
≥ 2 mm 100 100 100 100 
≥ 3 mm 85 100 100 62,5 

     
MEM/SMA     
≥ 1 mm 95 100 100 83,33 
≥ 2 mm 90 100 100 71,43 
≥ 3 mm 75 100 100 50 
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Punto de         Área bajo  
  corte              la curva 
 ≥4 mm         0,9000    
 ≥5 mm         1,0000        
≥6 mm       1,0000 

 
  (Ji2=1,000; gl=1; p=0,3173) 

 

Gráfica 7. Comparación de los puntos de corte para la prueba de discos 

combinados de Meropenem/ácido etilendiaminotetracético/Mercaptoacético de 

sodio  (MEM/EDTA/SMA) mediante curvas de características operacionales 

(curvas ROC).  
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Punto de         Área bajo  
  corte              la curva 
 ≥4 mm         1,0000     
 ≥5 mm         1,0000         
 ≥6 mm         0,9750  

         (Ji2=1,000; gl=1; p=0,3173) 

 

Gráfica 8. Comparación de los puntos de corte para la prueba de discos 

combinados de meropenem/ácido etilendiaminotetracético (MEM/EDTA) 

mediante curvas de características operacionales (curvas ROC).  

 



 42

 

 

 

 

Punto de         Área bajo  
  corte              la curva 
 ≥1 mm         0,8000    
 ≥2 mm         1,0000        
 ≥3 mm         0,9250  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

           (Ji2=6,0196; gl=2; p=0,0141) 
 

 

Gráfica 9. Comparación de los puntos de corte para la prueba de discos 

combinados de imipenem/mercaptoacético de sodio (IMI/SMA) mediante curvas 

de características operacionales (curvas ROC). 
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 Punto de         Área bajo  

  corte              la curva 
 ≥1 mm         0,9750        
 ≥2 mm         0,9500            
 ≥3 mm         0,8750  

 

 

 

 

(Ji2=3,2477; gl=2; p=0,0715) 
 
 

Gráfica 10. Comparación de los puntos de corte para la prueba de discos 

combinados de meropenem/mercaptoacético de sodio (MEM/SMA) mediante 

curvas de características operacionales (curvas ROC). 

 



 
 

DISCUSIÓN 
 

Las metalo β-lactamasas (MBLs) están particularmente asociadas a infecciones 

difíciles de tratar producidas por patógenos Gram negativos como P. aeruginosa. La 

importancia de estas enzimas radica en que son capaces de inactivar a todos los 

antibióticos β-lactámicos, por tanto, su presencia requiere de un monitoreo contínuo, 

debido a su impacto potencial en el tratamiento de los pacientes infectados con este 

tipo de microorganismos y la implicación para el control de las infecciones 

hospitalarias, de allí la importancia de su detección rápida y eficiente, lo que amerita 

la implementación de técnicas de laboratorio para su identificación rutinaria.  

 

Mediante la técnica de sinergismo de doble disco fue posible identificar y 

diferenciar todas las cepas de P. aeruginosa productoras de MBLs de aquellas cepas 

MBLs negativas evaluadas, utilizando como agentes quelantes el EDTA y el SMA en 

concentraciones de 750 µg y 2 mg respectivamente, este  resultado coincide con lo  

obtenido por Lee et al., (2003) quienes usaron como agentes quelantes el EDTA, el 

SMA y el MPA (ácido mercaptopropiónico) demostrando que mediante los discos 

que contenían 750 µg de EDTA y 2 mg de SMA se logra una mejor detección de la 

metaloenzima y la eliminación de una zona de inhibición no específica, permitiendo 

así diferenciar entre cepas productoras y no productoras de MBLs. En Venezuela, 

Sánchez et al., (2008) y Guevara et al., (2009) también utilizaron este método, 

logrando identificar correctamente a las cepas productoras de MBLs. Cabe destacar 

que la distancia entre los discos de imipenem y meropenem con respecto al disco que 

contenía la mezcla de los inhibidores, usada en este estudio, fue de 15 mm, 

permitiendo observar de manera clara la deformación del halo de inhibición formado, 

lo cual coincide con estudios realizados por Picao et al., en el año 2008. 
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La aplicación de la prueba de discos de carbapenemos combinados con agentes 

quelantes (EDTA/SMA, EDTA) a las cepas en estudio, permitió diferenciar las cepas 

productoras de las no productoras de MBLs, no logrando obtener este mismo 

resultado al usar SMA. En la literatura consultada no se encontraron otras 

investigaciones donde se usara el método de discos combinados con EDTA/SMA 

para la detección de MBLs en P. aeruginosa. A nuestro entender, este es el primer 

estudio donde se evalúa la técnica de discos combinados usando imipenem y 

meropenem combinados con una mezcla de EDTA/SMA para la detección de MBLs.  

Esta técnica es eficiente y comparable al método de sinergia de doble disco utilizando 

estos mismos agentes quelantes. 

 

Cuando se probaron los agentes quelantes EDTA y SMA por separado, 

combinados con el imipenem y el meropenem, se obtuvo un mejor resultado con el 

EDTA, comparable al obtenido cuando se usó la mezcla de las dos sustancias. Esto 

indica que en el caso de la detección de MBLs en cepas de P. aeruginosa, el EDTA 

es más eficiente que el SMA a las concentraciones probadas. 

 

Yong et al., (2002), utilizaron el método del disco combinado de imipenem y 

EDTA a concentraciones de 750 y 1000 µg de EDTA, y obtuvieron los mejores 

resultados para identificar cepas de P. aeruginosa productoras de MBLs  usando 750 

µg de EDTA estableciendo como punto de corte una diferencia de  ≥ 7 mm. Qu et al., 

(2009) realizaron un estudio similar pero en este caso usaron diferentes 

concentraciones de EDTA (290, 750 y 930 µg), estos autores también obtuvieron los 

mejores resultados usando 750 µg de EDTA con un punto de corte ≥ 6 mm; la 

sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo y el valor predictivo 

negativo de este ensayo fueron de 100%, lo cual coincide con nuestro estudio. 

 

En contraste con lo descrito anteriormente, algunos autores han obtenido 

mejores resultados al utilizar otras concentraciones de EDTA. Franklin et al., (2006), 
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utilizaron el EDTA a una concentración de 292 µg en cepas de P. aeruginosa 

productoras y no productoras de MBLs, con un punto de corte de > 4 mm. Samuelsen 

et al., (2008), realizaron la misma prueba pero a distintas concentraciones de EDTA 

(930, 744, 518 y 292 µg); obteniendo la mejor separación entre cepas productoras y 

no productoras de MBLs a una concentración de 518 µg  con un punto de corte de ≥ 8 

mm.  

 

Mediante las diferentes pruebas estadísticas realizadas se obtuvo como punto de 

corte 2 o más milímetros de diferencia entre los halos de inhibición del imipenem 

solo y combinado con SMA, y de 1 o más milímetros para el meropenem solo y 

combinado con esta misma sustancia. Estos puntos de cortes son difíciles de poner en 

práctica ya que establecer una diferencia de halo de 1 ó 2 mm podría estar sujeta a 

factores como la pericia y subjetividad del observador, así como a otros factores 

propios de la técnica de Kirby – Bauer que podrían hacer variar el diámetro de los 

halos de inhibición. En la literatura consultada no se encontró otras investigaciones 

donde se usara la técnica de disco combinado con SMA para la detección de MBLs 

en cepas de P. aeruginosa.  

 

El presente estudio logró poner en evidencia que mediante el aumento del 

diámetro de los halo de inhibición de los carbapenemos combinados con la mezcla 

EDTA/SMA (750 µg/2 mg) o solo con EDTA (750 µg) se puede diferenciar de 

manera clara y confiable las cepas productoras de MBLs de las no productoras, 

estableciéndose como punto de corte una diferencia de 5 mm o más entre los halos de 

inhibición del antibiótico solo y combinado con el o los agentes quelantes.  

 



 
 

CONCLUSIONES 
 

La prueba de sinergia de doble disco usando imipenem y meropenem 

combinados con EDTA/SMA a  15 mm, demostró ser 100 % efectiva en la detección 

de cepas productoras y  no productoras de MBLs. 

 

La prueba de disco combinado usando EDTA solo y en combinación con SMA 

fue comparable a la prueba de sinergia de doble disco. 

 

En la prueba de discos combinados, los mejores resultados se observaron 

usando EDTA/SMA o EDTA solo, por lo cual el EDTA es el agente quelante más 

efectivo al realizar esta prueba. 

 

Se estableció como punto de corte ≥ 5 mm debido a que fue el más eficiente y 

con el se pudo obtener un 100% de sensibilidad, especificidad, valor predictivo 

positivo y valor predictivo negativo, al combinar IMP y MEM con EDTA/SMA o 

únicamente con EDTA. 

 

El uso de SMA en combinación con imipenem y meropenem no resultó 

efectivo para establecer puntos de corte adecuados que permitieran identificar las 

cepas de P. aeruginosa productoras y no productoras de MBLs. 

 

 

 

 



 
 

RECOMENDACIONES 
 
 

Realizar la prueba de discos combinados usando SMA a concentraciones 

distintas a la aplicada en este estudio, con la finalidad de determinar su posible 

efectividad en la diferenciación de cepas productoras y no productoras de MBLs. 
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Preparación de discos de EDTA/SMA: 

 

 EDTA 0,5 M--------------------------------------2 vol. (4 ml) 

 SMA (300 mg/ ml)-------------------------------3 vol.( 6 ml) 

 

Preparación del mercaptoacético de sodio (SMA) 300mg/ml: 

 1ml------------------------------300 mg. 

 6ml------------------------------X= 1.800 mg = 1,8 g. 

 

Preparación del EDTA 0,5 M: 

 M = gr/ PM 

 g  = M x PM 

PM del EDTA = 372,24 

g = 0,5 x 372,24 = 186,12 g/ l 

 

                   1000 ml-----------------186,12 g 

                        4 ml------------------ X = 0,744 g ≈ 0,75 g 

 

Concentración Final =  

750 µg de EDTA + 2.000 mg de SMA. 
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