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Resumen

Objetivo: Determinar el porcentaje de
enterobacterias productoras de carbapene-
masas en infecciones y colonizaciones de
adultos, y contribuir con datos estadisticos
del hospital en la regionl.

Materiales y métodos: Se estudiaron
386 muestras clinicas de pacientes atendi-
dos en el Hospital Escuela “Gral. José F. de
San Martin”, Ciudad de Corrientes, duran-
te el mes de agosto del 2018. Los métodos
utilizados para la deteccion de carbapene-
masas se realizaron siguiendo los protoco-
los descritos por el Servicio Antimicrobia-
nos, Laboratorio Nacional de Referencia
en Antimicrobianos, INEI-ANLIS *Dr.

Carlos G. Malbran”; como ser: Bine Garba,
Triton Hodge Test (THT) y Método de in-
hibicion de los carbapenemes (mCim).

Se identificaron 70 Enterobacterias
(18,13%) y 25 Bacilos no fermentado-
res (6,48%). Del total de Enterobacterias
identificadas, el 30% fueron productores
de carbapenemasas, de los cuales el 20%
del tipo KPC, el 7.14% del tipo Sme, el
1.43% del tipo NDM vy el 1.43% restan-
te del tipo OXA-163. Con respecto a los
Bacilos No fermentadores identificados,
el 40% son Pseudomonas aeruginosa, el 8%
Stenotrophomona maltophilia y el 52% res-
tante Acinetobacter spp. De ésta ultima to-
das fueron productoras de carbapenemasas
tipo OXA-Aci.
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Discusion y conclusiones: Se obtuvo,
durante el mes de agosto del 2018, un im-
portante porcentaje de Enterobacterias pro-
ductoras de carbapenemasas tipo KPC y se
identificaron otros tipos de carbapenemasas
como Sme en Serraria marcescens, NDM en
Providencia reltgeri, OXA-163 en Klebsiella
pneumoniaey OXA-Aci tnAcinetobacter sp.,
destacando la importanciay la necesidad de
la implementacion de técnicas confirmato-
rias de carbapenemasas en los laboratorios
de bacteriologia.
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Introduccion

En los liltimos afios se ha producido
una gran alarmay preocupacion por la gran
dispersion de los bacilos gramnegativos re-
sistentes a los carbapenémicos en los que el
mecanismo implicado es la produccion de
betalactamasas capaces de hidrolizar este
grupo de antimicrobianos y que se han aso-
ciado a elementos genéticos transferibles.
Estas enzimas se denominan genéricamen-
te carbapanemasas y tienen un directo im-
pacto en la disponibilidad de alternativas
terapeutica (Jorge Calvo et al. Sociedad
Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica. 2011).

Las carbapenemasas se agrupan en las
diferentes clases moleculares de Ambler
que se corresponden con diferentes gru-
pos funcionales de la clasificacion de Bush
y Jacoby del afio 2010. Dentro de las cla-
ses moleculares, las de las clases Ay D son

serina-beta-lactamasas (KPC, Sme, OXA),
mientras que las de clase B, son metalo-be-
ta-lactamasas (MBLs), es decir, su actividad
hidrolitica depende de la presencia de zinc.
Dentro de las Serin-beta-lactamasas, grupo
2f de K Bush, se encuentran las enzimas
del tipo KPC, Sme (en el caso de Serratia
marcescens), NMC-A e IMI, pero la mas
importante clinicamente de este grupo son
las KPC, de naturaleza plasmidica y que
hidrolizan eficientemente a todos los an-
tibioticos beta-lactamicos (incluyendo el
AZT) y se inhiben por acido fenilboronico,
mientras que las MBLs de clase By corres-
pondiente al grupo 3a de K. Bush no hidro-
lizan a los monobactamicos (aztreonam), y
se inhiben por quelantes del zinc (EDTAYy
acido dipicolinico).

Entre las de clase D, las oxacilinasas,
también denominadas de tipo OXA, tiene
la particularidad fenotipica de no afectar a
los monobactdmicos y presentan una baja
eficiencia hidrolitica frente cefalosporinas
de tercera y de cuarta generacion y frente
a las carbapenemas, por lo que en muchas
ocasiones aparecen como sensibles a estos
antimicrobianos. Sin embargo, hace poco
tiempo, se descubrié una variante distin-
ta existente en la Argentina, denominada
OXA-163, la cual pasé a ser un grave pro-
blema en la salud, debido a que tiene acti-
vidad hidrolitica sobre las cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion y los monobac-
tam. Para detectarlas, se analiza la sensibili-
dad con Ertapenem y halo de inhibicion de
tazobactam.

La deteccion de carbapenemasas su-
pone un reto para los laboratorios de Mi-



crobiologia Clinica. Requiere un analisis
pormenorizado del antibiograma y de la
sensibilidad a todos los beta-lactamicos, la
implementacion con métodos fenotipicos
de cribado y la confirmacion mediante de-
teccion de la hidrolisis del carbapenem, la
inhibicion de la actividad de la enzima con
inhibidores especificos y la diferenciacion
del tipo de carbapenemasa mediante mé-
todos moleculares basados principalmente
en técnicas de PCR. Por tanto, es necesario
establecer una metodologia que facilite su
deteccion (Bou G, Vila J, Seral C, Casti-
llo FJ. Detection ofcarbapenemase-produang
Enterobacteriaceae in mrious scenarios and
healtk settings. Enferm Infecc Microbiol Clin
2014; 32 (Supl 4):24-32.).

Metodologia

Se estudiaron 386 muestras clinicas de
pacientes atendidos en el Hospital Escuela
“Gral. José de San Martin”, Ciudad de Co-
rrientes, durante el mes de agosto del 2018.

Coloraciones: Se realizd coloracion de
Gram a los extendidos de cada muestra cli-
nica.

Medios de Cultivos: Cada muestra cli-
nica se sembrd en los siguientes medios de
cultivos: Levine; CLDE (Cistina - Lactosa
- Deficiente en electrolitos); Cl iROMa-
garTM mSuperCARBATM (Medio cro-
mogénico para la deteccidn y aislamiento de
bacterias productoras de carbapenemasas);
tioglicolato con indicador (medio de enri-
quecimiento liquido); Muller Hintony Mu-
1ler Hinton con agregado de Tween (THT).

Pruebas de identificacion bacteriana:
A partir de colonias de Enterobacterias
aisladas en los medios Levine y CLDE,
se realizaron las pruebas de identificacion
TSI (medio agar hierro tres azucares), Ci-
trato, SIM (movilidad, Indol y produccion
de SH2), LIA (Lisina Hierro Agar), Urea
y Ornitina descarboxilasa. A las colonias
sospechosas de Bacilos Gram (-) No Fer-
mentadores (BNF) se utilizaron para su
identificacion Oxidasa, Motilidad, Argini-
na, Lisina, Ornitinay DNASA.

Antibiogramas: Se utilizd el método
Kirby-Bauer (antibiograma por difusion
de discos en agar) para determinar la sen-
sibilidad del agente microbiano frente a
un antibidtico. Se basa en la formacion de
halos de inhibicion del crecimiento bac-
teriano, en una placa inoculada homogé-
neamente con el microorganismo en estu-
dio. Se midieron los halos generado y se
comprobd la efectividad del antibidtico
comparando los valores del diametro del
halo con las tablas CLSI. Se visualizaron
los efectos inhibitorios (efecto “huevo”)
producidos por el acido boronico (en el
caso de la presencia de carbapenemasas
tipo KPC), o los efectos inhibitorios por
EDTA (en el caso de la presencia de car-
bapenemasas tipo MBL).

Métodos de deteccion de carbapenema-
sas: Se utilizaron los protocolos descritos
por el Servicio Antimicrobianos, Labora-
torio Nacional de Referencia en Antimi-
crobianos, INEI-ANLIS “Dr. Carlos G.
Malbréan”.



« BLUE CARBA: “Deteccion rapi-
da de carbapenemasas”. En dos tubos de
eppendorf se colocaron 200ul de solucion
fisioldgica (NaCl al 0.9%) a pH 85 y en
cada uno de ellos se agrega, con un ansa, la
cepa a estudiar hasta una turbidez de 2 en
la escala de Me Farland. Se agita con vortex
durante 1 minuto y se deja reposar a tem-
peratura ambiente durante 30 minutos para
la liberacién de las carbapenemasas. A uno
de los tubos (tubo control) se le agrega la
tableta de “CARB Negative Control Blue”
y al otro tubo (tubo de reaccion) se le agrega
la tableta de “imipenem (2x) +Br.Thymol”.
Se incubaron a 35°C por un maximo de 2
horas y finalmente se observo el cambio de
color. Se interpretd positivo para carbape-
nemasas cuando el tubo de reaccion vir6 al
verde o amarillo/blanco y el tubo de control
mantuvo el color azul.

e TRITONHODGE TEST (THT):
“Deteccion de carbapenemasas mediante
test de Hodge mejorado”. Se agrego 50 mi-
crolitros de Triton X-80 en la superficie de
la placa de MITA y se distribuyé mediante
un hisopo hasta su absorcion completa. Se
elimino la humedad superficial de la placa
por evaporacion a 35°C. Se realizé una sus-
pension de turbidez equivalente al 0.5 Mac
Farland de la cepa E. coli ATCC 25922 y
se hisopo la placa. Se colocé en el centro de
la placa un disco de meropenem y con un
ansa estéril se tomo de 3 a 5 colonias de un
cultivo fresco de la muestra en estudio y se
realiz6 una estrié desde el borde del disco
hacia la periferia de la placa. Se incubo la
placa en aerobiosis a 35°C durante 16-18hs.

Se interpreto de la siguiente manera: sobre-
crecimiento de la cepa indicadora hacia el
disco de carbapenem en la interseccion de
la estria con la zona de inhibicion (THT
positivo); la zona de inhibicion inalterada
en su interseccion con la estria de la cepa
incégnita (THT negativo); zona clara a lo
largo de la estria de la cepa incognita (THT
indeterminado).

* mCIM: “Método modificado de
inactivacion de carbapenemasas”. Con un
ansa de 10 pE se tomd la cepa incognita y
se resuspendio en 2mL de caldo TSA; de
forma inmediata se sumergio un disco de
Meropenem (MEM) 10pg dentro de la sus-
pensidn y se incubo durante 4 horas a 35°C.
Luego se retird el disco con pinza estéril
para ser colocado sobre una placa de agar
Mueller-Hinton previamente hisopada con
la cepa E.coli ATCC 25922 a una turbidez
de 0,5 McFarland.. Se incubo a 35°C du-
rante 18-20horas. La interpretacion se basé
en la medicion de los halos de inhibicion:
Positivo para carbapenemasas (halo entre
6-15mm) y Negativo para carbapenemasas
(halo mayor a 19mm).

Resultados

De un total de 386 muestras clini-
cas que ingresaron en el Hospital Escuela
“Gral.Jose F. de San Martin”durante el mes
de agosto de 2018, se identificaron 70 En-
terobacterias (18,13%) y 25 Bacilos Gram
(-) no fermentadores (6,48%), observan-
dose su distribucion en el siguiente grafico
(gréfico N°l):



Microorganismos identificados

1 Enterobacterias 1 BNF 1 Otros microorganismos

Grafico N° 1: Microorganismos identificados

Del total de Enterobacterias identifica- el 7.14% son del tipo Sme, el 1.43% corres-
das, el 30% son productores de carbapene- ponden al tipo NDM vy el 1.43% restando
masas, de los cuales el 20% son tipo KPC, al tipo OXA-163 (grafico n°2).

Enterobacterias productoras de
carbapenemasas

1 No carbapenemasas 1 KPC 1 Sme 1 OXA-163 1 NDM

Gréfico n° 2: Enterobacteriasproductoras de carbapenemasas

Dentro de las enterobacterias producto- Con respecto a los Bacilos No fermen-
ras de carbapenemasas del tipo KPC identi- tadores identificados, el 40% son Pseudo-
ficadas, 54.14% correspondio a colonizacio- monas aeruginosa, el 8% Stenotrophomona
nes del tracto rectal y 45.86% a infecciones.  maltophilia y el 52% restante Acinetobac-



ter spp. De ésta ultima todas fueron pro-
ductoras de carbapenemasas tipo OXA-Aci

(Grafico N° 3).

Enterobacterias productoras de
carbapenemasas

1,43%  143%

1 No carbapenemasas 1KPC

1 Sme 1 OXA-163 1 NDM

Grafico n° 3: BN Fproductores de carbapenemasas

Discusion

En el Hospital Escuela “Gral. José F. de
San Martin”, Ciudad de Corrientes, se ob-
tuvo, durante el mes de agosto del 2018, un
importante porcentaje de Enterobacterias
productoras de carbapenemasas tipo KPC,
correspondiente a un 20% del total de las
Enterobacterias identificadas, de las cuales
45.86% fueron productoras de infecciones
y el resto fueron colonizaciones del tracto
rectal. Ademas, se identificaron otros tipos
de carbapenemasas como Sme en Serratia
marcescens, NDM en Providencia reltgeri y
OXA-163 en Klebsiellapneumoniae.

También se identificd carbapenemasas
en Bacilos no fermentadores, de tipo OXA-
Aci, hallandosé en un 100% de las Acine-
tobacter spp identificadas. En Pseudomonas

aeruginosa, no se identific6 mecanismos de
resistencia a antibioticos.

Dentro de los métodos de deteccion de
carbapenemasas, el método microbioldgico
THT es el mas confiable, ya que resulté po-
sitivo en todos los tipos de carbapenemasas.
En cambio, con el método de screening Car-
ba Bine, se obtuvo falso negativo en el caso
de las OXA-163. Con respecto al método
mCIM, sirvié Gnicamente para las entero-
bacterias, no asi para los BNF, en los cuales
se obtuvieron resultados falsos negativos
ante la presencia de carbapenemasas.

Cabe destacar, la identificacion de una
cepa Klebsiella pneumoniae productora de
carbapenemasa de tipo OXA-163, no antes
hallada en el Hospital Escuela “Gral. José
F. de San Martin”de la Ciudad de Corrien-
tes. EI método de screening Carba Bine fue



negativo, pero sin embargo el THT fue po-
sitivo, observandose previamente en el anti-
biograma IM1 sensible, MER intermedio,
ERT resistente, acompafiados con PTZ
Resistente sin ningun tipo de inhibicidn
con ac. Boronico y con EDTA, y finalmente
confirmado con el K-Set.

Conclusiones

Finalmente se logro determinar el por-
centaje de bacilos Gram (-) productores de
carbapenemasas en infecciones y coloniza-
ciones de adultos que concurrieron al Hos-
pital Escuela “Gral. José Feo. de San Mar-
tin” de la ciudad de Corrientes durante el
mes de agosto del 2018, y se contribuyé con
datos estadisticos en la region del hospital.

Se destacd la importancia y la nece-
sidad de la implementacion de técnicas
confirmatorias de carbapenemasas en los
laboratorios de bacteriologia, como es el
método THT, un método de facil reali-
zacion y de bajo costo, debido a que los
métodos de screening dan falsos negati-
vos, y ‘ho detectar una carbapenemasa en
una muestra clinica aumenta un 20-40% la
mortalidad delpaciente™ (Pasteran F. Curso
“Enterobacterias productoras de carbape-
nemasa”. 2017).
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