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INTRODUCCION.

La familia Enterobacteriaceae está constituida por un grupo heterogéneo y numeroso de 
bacterias gram negativas que se localizan habitualmente como saprófitos en el tubo 
digestivo de humanos y animales, aunque pueden encontrarse además, por su naturaleza 
ubicua, en el suelo, agua y la vegetación. (1)

Estas bacterias pueden estar implicadas en cualquier tipo de enfermedades infecciosas, 
recuperándose de diversas muestra clínicas de pacientes hospitalizados, 
inmunodeprimidos  o  debilitados. Y fueron adquiriendo diversos mecanismos de 
resistencia, a lo largo del tiempo. 

Estos mecanismos se expandieron mundialmente debido a la exposición  prolongada de 
los pacientes a los diferentes grupos antibióticos y a la expresión de enzimas bacterianas 
que desarrollaron las bacterias para poder resistir estos antimicrobianos. (2.3)

Así surgieron diversas enzimas, entre las cuales se encuentran: las Beta lactamasas 
predominantes en bacilos gram negativos, asociadas al uso masivo de aminopenicilinas y 
cefalosporinas de amplio espectro. Llamadas Beta lactamasas de espectro ampliado 
(BLEA) como las TEM y las SVH. (4)

Seguidamente y por mutación genética, surgieron las beta lactamasas de espectro 
extendido (BLEE) que además de resistir las aminopenicilinas, mostraban resistencia a 
todas las cefalosporinas (de primera, segunda, tercera y cuarta generación) y al 
Aztreonam. (5)

Todas ellas de codificación plasmídica y transferibles a otras bacterias por conjugación, 
mecanismo que favoreció su rápida diseminación. 

Actualmente se sumaron las betalactamasas del tipo CTX-M filogenéticamente diferentes 
a las TEM y SHV. Como así también las Oxacilinasas (OXA) con un perfil superponible a 
las BLEE, pero mayormente asociadas a bacilos gram negativos no fermentadores. (6, 7, 8)

Debido a estas enzimas y sus resistencias demostradas, comenzaron a utilizarse como 
última opción terapéutica, para infecciones graves por Enterobacterias,  los antibióticos 
carbapenémicos. Pero en poco tiempo y debido al uso indiscriminado y masivo de éstos, 
las bacterias comenzaron a desarrollar nuevas enzimas, conocidas como 
Carbapenemasas, que también son betalactamasas, pero que además de degradar los 
antibióticos carbapenémicos, hidrolizan a los betalactamicos.

Estas Carbapenemasas pertenecen a cuatro clases de betalactamasas: A, B, C y D,  
según la clasificación molecular de Ambler, basada en la homología de las proteínas. Las 
clases A, C y D son serinobetalactamasas y la clase B son metolobetalactamasas. 

Existe otra clasificación de Bush, Jacoby y Medeiros que las divide en tres grupos y 
diversos subgrupos en base a sus propiedades físico químicas, el espectro de hidrolisis y 
la capacidad de ser inhibidas por ácido clavulánico y tazobactam o quelantes de cationes 
divalentes como el EDTA. (6,9)

Hoy en día, las que presentan mayor importancia clínica dentro de las enzimas 
betalactamasas, son las carbapenemasas de tipo KPC (Klebsiella pneumoniae 
carbapenemases) que pertenecen a la clase A de Ambler, con gran poder de 
diseminación debido a la transferencia genética a través de plásmidos  y otros elementos 
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genéticos móviles.(6, 10,11)  Confieren grados variables de resistencia a los antibióticos 
carbapenémicos y debido a su asociación frecuente con otros mecanismos de 
resistencias, se muestran como multirresistentes a los beta lactámicos y otras familias de 
antibióticos. Se evidencian fenotípicamente por inhibición con ácido clavulánico, 
sulbactam y tazobactam,  también resultan inhibidas por el ácido borónico y derivados 
análogos. (6, 12,13)

En el año 1996 se aisló la primera bacteria productora de la enzima Carbapenemasa 
KPC, a la cual se llamó KPC-1 debido a que se la detectó en una cepa de Klebsiella 
pneumoniae, en un hospital de Carolina del Norte (Estados Unidos). Luego se continuaron 
aislando estas enzimas de forma infrecuente hasta 2001, cuando se informaron brotes de 
Enterobacterias productoras de KPC en hospitales de Nueva York y Nueva Jersey, las 
cuales se diseminaron rápidamente. Hasta el presente se las reportó en veintisiete 
estados de Estados Unidos y en otros países incluidos China, Colombia, Israel, Brasil y 
Francia. (14, 15,16)

América Latina también se vio afectada y nuestro país fue mostrando un 
desproporcionado y alarmante aumento de estas enzimas desde el año 2.006, reportando 
los primeros casos en la ciudad autónoma de Buenos Aires y Rio Negro. (17, 18,19)

Las KPC son codificadas en el gen bla KPC y la posibilidad de que el elemento genético 
codificador de KPC se encuentre en un plásmido ha contribuido a esa rápida propagación. 
Debido a ello, comenzaron a reportarse aunque con menor frecuencia, en otras 
Enterobacterias como Escherichia coli, Proteus mirabilis, Enterobacter spp., Citrobacter 
spp., Serratia spp. (20)

La elevada resistencia de Enterobacterias portadoras de KPC, frente a Carbapenémicos, 
cefalosporinas, y resistencias asociadas a diversos grupos de antibióticos, generó la 
necesidad de elaborar alternativas terapéuticas. (21) Como combinaciones sinérgicas de 
carbapenémicos con polimixinas o con aminoglucósidos, o administración  de drogas 
como tigeciclina  o fosfomicina.

La asociación antibiótica resultó ser efectiva, aún con riesgo de eventos adversos 
(nefrotoxicidad, ototoxocidad, etc), debido a que la monoterapia (incluso con colistina), se 
correlacionó con elevada mortalidad. (22)

Sin embargo, cada vez existen más reportes de estas enzimas en cepas de 
Enterobacterias, que  muestran fallas terapéuticas y elevados costos hospitalarios, 
cuando se comparan con cepas de iguales especies bacterianas que no producen 
enzimas carbapenemasas. Por todo esto, es menester detectarlas en nuestro nosocomio 
y dar alerta a los profesionales para evitar su diseminación, concientizando sobre el 
manejo y aislamiento de los pacientes afectados. (23, 24)

Actualmente contamos con sistemas automatizados (Phoenix®) que pueden detectar 
estos aislamientos, pero con una  sensibilidad variable de 7 - 87%, por lo cual se 
requieren  pruebas fenotípicas complementarias para la confirmación de carbapenemasas 
KPC, como sinergia con ácido fenil borónico, Blue Carba, Hodge modificado, entre otras. 
(25, 26)
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JUSTIFICACION 

A nivel nacional (Instituto Malbrán, Buenos Aires) no se registran casos de 
Carbapenemasas KPC provenientes de la provincia de Salta. Por lo cual se hace 
indispensable contar con estos datos epidemiológicos.

La mayoría de  hospitales y clínicas privadas de nuestra provincia, detectan actualmente 
estas enzimas, pero no las reportan al Instituto Malbrán, por lo cual Salta aparece como 
una provincia libre de Carbapenemasas KPC, lo que no refleja nuestra situación actual.

Es importante detectar estas enzimas por que inhiben la acción de los antibióticos 
carbapenémicos, última alternativa terapéutica en pacientes críticos, generando un peligro 
para ellos.

Así mismo es necesario seguir detectándolas e informándolas, para dar a conocer a los 
hospitales y a la comunidad de Salta en general, la prevalencia  de estas enzimas en 
Enterobacterias y para que se puedan tomar medidas preventivas al respecto.

HIPOTESIS

Existen cepas productoras de Carbapenemasas KPC en los diferentes servicios del 
Hospital San Bernardo.

OBJETIVO GENERAL

Detectar y estudiar cepas productoras de mecanismos de resistencia antibiótica en los 
diferentes servicios del Hospital San Bernardo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

 Detectar cepas productoras de carbapenemasas KPC en Enterobacterias, 
empleando diferentes métodos fenotípicos.

 Evidenciar la Enterobacteria productora de carbapenamasa KPC con mayor 
prevalencia, el servicio hospitalario del cual proviene y tipo de muestra más 
frecuente donde se las detectó.

 Estudiar mecanismos de resistencias acompañantes de las cepas seleccionadas.
 Comunicar la información de los datos obtenidos a los diferentes servicios del 

Hospital San Bernardo y a la comunidad en general, a fin de contribuir a la 
prevención, evitando así la diseminación de estas especies bacterianas.
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MATERIALES Y MÉTODOS:

- Tipo de Estudio
Descriptivo, retrospectivo y de corte transversal.

Descriptivo debido a que describe la frecuencia de los hallazgos de las Carbapenemasas 
en una población definida (pacientes del hospital San Bernardo). De corte transversal por 
que determina la prevalencia de las enzimas en cuestión, en un intervalo determinado de 
tiempo (desde el 2013 al 2017). Retrospectivo debido a que permite determinar la causa 
del aumento de carbapenemasas KPC a partir de un efecto inicial (aumento de cepas de 
Enterobacterias multirresistentes). (27)

- Población y Muestra: 
La población bajo estudio estuvo conformada por cultivos positivos de pacientes 
provenientes de los diferentes servicios del Hospital San Bernardo: Consultorio externo, 
Clínica Médica, Cirugía General, Cirugía Especial, Terapia Intensiva, Terapia intermedia, 
Unidad Coronaria y Servicio de Quemados, recolectados retrospectivamente desde el año 
2013 hasta el 2.017.

De esta población – un total aproximado de 2400 cultivos positivos - que fueron 
procesados en el Servicio de Microbiología, se seleccionaron 200 casos con desarrollo de 
Enterobacterias en los cultivos primarios y cuyos antibiogramas mostraron resistencia a 
los antibióticos carbapenémicos (IMI, MER o ERTA), utilizando un equipo automatizado 
(Phenix). Es decir que el grupo bajo estudio quedó conformado por cultivos positivos 
obtenidos de diferentes muestras bacteriológicas (Urocultivos, Hemocultivos, Catéteres, 
Esputos, y Líquidos de punción), con desarrollo de Enterobacterias y cuyas CIM 
(concentraciones inhibitorias mínimas) para los antibióticos carbapenémicos fueron  
mayores o iguales a 4 ug/ml.

- Metodología
A las muestras seleccionadas mediante el equipo Phenix, se les practicó el método 
manual de difusión por discos, confirmando que los halos de inhibición de IMI o MEM 
fueron menores o iguales a 21 mm. 

Además, se procedió a detectar la presencia de enzimas Carbapenemasas KPC mediante 
demostración de sinergia con ácido fenil borónico (APB), hisopando placas de agar 
Mueller Hinton, con una suspensión 0.5 de la escala de Mac Farland de los aislamientos 
en estudio. Luego se colocó el disco de APB de 300 ug., a una distancia de 2 cm., centro 
a centro, frente a los discos de cada carbapenem (IMI y MER), y posteriormente se 
incubaron 24 horas, a 35ºC, en estufa de cultivo. La comprobación del ensanchamiento 
del halo de inhibición del carbapenem hacia el disco del inhibidor (APB), se interpretó 
como positivo (sinergia), según las recomendaciones del CLSI para esta metodología. (28) 
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 Grafico I: Demostración de sinergia entre el ácido fenil borónico y los 
carbapenemes.

Seguidamente se realizaron los métodos de Hodge Modificado y el de Blue Carba, para 
corroborar fenotípicamente la detección de la enzima. (25,26)

En el Método de Hodge Modificado se hisoparon placas de agar Mueller Hinton con un 
inoculo 0.5 Mc Farland de una cepa de Enterobacteria ATCC, y se colocó posteriormente 
un disco de MEM en el centro de la placa. Luego se descargó una anzada de la 
Enterobacteria sospechosa desde el centro del disco, en línea recta hacia afuera. Se 
incubó a 35 ºC durante 24 horas, obteniéndose la deformación del halo de inhibición del 
antibiótico, en forma de trébol, como resultado positivo. (29,30) 

Gráfico II: Demostración del Test de Hodge con cepas de Carbapenemasas KPC.

En el caso del Blue Carba, para cada cepa sospechosa se prepararon dos tubos: uno con 
1 ml de una solución A (tubo control), y otro con 1 ml de solución A más 1 mg de IMI (tubo 
de reacción). A  ambos se le agregó una suspensión de la cepa sospechosa y se incubó 2 
horas a 35 ºC. El viraje de color del azul al amarillo se interpretó como positivo. (31,32)
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Aquí se tuvo en cuenta  el tiempo que tardó cada cepa para cambiar de color,  ya que un 
tiempo de 2 a 30 minutos en el viraje de color se correlaciona con mecanismos de 
Carbapenemasas KPC, mientras que luego de 30 minutos y hasta las 2 horas se asocia a 
otros mecanismos de resistencias como Metalobetalatamasas u Oxacilinasas. (33)

Gráfico III: Demostración del método de Blue Carba para detección de Carbapenemasas KPC.

Las 200 cepas que resultaron positivas por estos tres métodos, fueron luego analizadas 
para comprobar si presentaban resistencias acompañantes para otros grupos de 
antibióticos. Para ello se ensayaron por el método de difusión de discos, según 
recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (25), los siguientes

antimicrobianos: Imipenem 10 ug (IMI), Ceftazidima 30 ug. (CAZ), Cefotaxima 30 ug. 
(CTX) y Amoxicilina/ácido clavulánico 10/10 ug (AMC), ubicados estratégicamente para la 
detección fenotípica de los siguientes mecanismos de resistencia:

- Beta lactamasa de espectro extendido tipo GES con actividad carbapememasa: discos 
de IMI de 15 a 20 mm de distancia del disco de CAZ.

- Beta lactamasa de espectro extendido (BLEE): discos de CAZ y CTX de 15 a 20 mm de 
distancia del disco de AMC.

Como así también resistencias acompañantes de otros grupos antibióticos: ciprofloxacina 
y ácido nalidíxico, amicacina y gentamicina, piperacilina/tazobactam, 
trimetroprima/sulfametoxazol, colistina y fosfomicina.

                         

Gráfico IV: Método de difusión por discos para detección de las resistencias antibióticas 
acompañante.
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- Análisis de los datos
A partir de los análisis detallados anteriormente, se llevó a cabo un tratamiento estadístico 
de tipo descriptivo (porcentajes) de los resultados obtenidos, detectando un panorama 
general de la existencia y comportamiento de las enzimas estudiadas (Carbapenemasas 
KPC) en Enterobacterias.

RESULTADOS

A partir del análisis realizado, se determinó que el mayor porcentaje de carbapenemasas 
KPC correspondió a Klebsiella pneumoniae (92,5%), mientras que el resto estuvo 
representado por un menor porcentaje de otros géneros y especies de Enterobacterias 
(Tabla 1).

Tabla N° 1: Prevalencia de bacterias portadoras de carbapenemasas KPC en el Hospital San 
Bernardo de Salta. (n: 200)

Especies Aislamientos
n %

Klebsiella pneumoniae 185 92,5
Klebsiella oxytoca 6 3,0
Enterobacter cloacae 4 2,0
Escherichia coli 2 1,0
Enterobacter aerogenes 1 0.5
Citrobacter freundii 1 0.5
Serratia marcescens 1 0.5

De los diferentes servicios hospitalarios estudiados, el de Terapia Intensiva  aportó el 
mayor número de muestras positivas, seguido por el Servicio de Cirugía y Clínica Médica 
(Gráfico Nº V).
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Grafico V: Prevalencia de Carbapenemasas KPC en los diferentes servicios. (n:200)

Según el tipo de muestras bacteriológicas estudiadas, se halló que el 52% de los 
aislamientos se realizaron en muestras de urocultivos, seguidas por hemocultivos y 
aspirados traqueales (Gráfico Nº VI).

UROCULTIVOS HEMOCULTIVOS ASPIRADOS 
TRAQUEALES

OTRAS ABDOMINALES CATETERES

52%

17%
14%

9% 6% 3%

Grafico VI: Muestras clínicas de las que se aislaron Enterobacterias portadoras de Carbapenemasas 
KPC (n:200)

Al estudiar otros mecanismos de resistencia asociados se encontró que el 39,5% de los 
aislamientos de  K. pneumoniae portadoras de carbapenemasas presentaban además 
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una beta lactamasas de espectro extendido (BLEE), mientras que solo el 20% de las 
demás Enterobacterias que producían Carbapenemasas producía además una BLEE. 

Finalmente los resultados de resistencias a otros grupos de antibióticos por el método de 
Kirby Bauer, mostraron un mayor porcentaje de resistencias acompañantes para 
Piperacilina/tazobactam, Trimetroprima/Sulfametoxazol y las Quinolona (Grafico VII)

PIPIR/TAZO

TMS
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66%

27%
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Grafico VII: Porcentaje de resistencia de cepas KPC a otros antibióticos (n:200).

DISCUSIÓN 

Este estudio demostró la presencia de cepas de Enterobacterias portadoras de 
carbapenemasas de tipo KPC en un hospital de la provincia de Salta, implicando 
principalmente a Klebsiella pneumoniae. 

Estos hallazgos son coincidentes con los de otras investigaciones, debido a que Klebsiella 
pneumoniae es una de las Enterobacterias que más frecuentemente se aísla de 
infecciones nosocomiales y la que se asocia con mayor prevalencia a las 
Carbapenemasas tipo KPC(34,35,36).

En cuanto al material clínico más prevalente de donde se aislaron Enterobacterias 
portadoras de Carbapenemasas tipo KPC, no encontramos coincidencia con un estudio 
realizado en Colombia por Montúfar y col.(37), debido a que en Salta se encontró un 52% 
de estos aislamientos en muestras de urocultivos, en contraposición a los estudios de 
Colombia con mayor asociación a bacteriemias. Una posible explicación  a estas 
diferencias puede deberse a que en nuestro hospital, la mayoría de los pacientes 
ingresados a las diferentes salas son rápidamente sometidos a sondaje vesical. Por lo 
cual esta maniobra invasiva se convierte en la primera puerta de entrada para estas 
bacterias. Además, no se tuvo en cuenta si los pacientes estaban colonizados o 
infectados con las cepas KPC y las estadías hospitalarias no superaron los 21 días. 
Mientras que en los casos colombianos, solo se consideraron pacientes infectados con 
dichas cepas, con estadías hospitalarias superiores a los 54 días, la mayoría de ellos 
inmunodeprimidos, lo cual predispone una situación de riesgo para desarrollar 
bacteriemias por KPC, reflejadas en muestras de hemocultivos. 
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Por otro lado, encontrar estas bacterias productoras de KPC en los aislamientos clínicos 
generó gran preocupación, debido a que ellas presentaron además, otros mecanismos de 
resistencias asociados, como beta lactamasas de espectro extendido, resistencia a 
aminoglucósidos y a quinolonas, entre otros, generando mayor riesgo para los pacientes 
hospitalizados. Esto se puede observar en el grafico VII, donde piperacilina/tazobactam 
presenta una de las más elevadas resistencias acompañantes (97%), seguida por 
trimetroprima/sulfametoxazol (90%) y ciprofloxacina (85%). 

Debido a esto, se  comenzaron a utilizar otros antimicrobianos como tigeciclina, 
fosfomicina y colistina con probable acción sobre estos aislamientos, pero que 
evidenciaron en este trabajo un porcentaje de resistencia como se puede observar en el 
mismo gráfico. 

Además tigeciclina y fosfomicina presentan escasa disponibilidad farmacéutica en nuestro 
país y una farmacodimania aún no bien dilucidada, así como efectos adversos y 
regímenes de aplicación poco estudiados, por lo que resultaron poco eficaces en 
bacteriemias e infecciones urinarias, cuando se los utilizó como monodrogas. El éxito 
terapéutico se vió en combinaciones antibióticas con colistina o rifampicina.

Por otro lado, del total de carbapenemasas aisladas, el 92,5% se encontró en Klebsiella 
pneumoniae, con alta sospecha de ser carbapenemasas KPC al igual que las restantes 
enterobacterias aisladas, debido a que en la prueba del Blue Carba viraron de color 
dentro de los primeros 30 minutos de reacción. Sin embargo esto no se puedo confirmar 
debido a que el Hospital San Bernardo de Salta, no cuenta con métodos de biología 
molecular hasta el presente.

CONCLUSION

Este trabajo permitió evidenciar la importancia en la detección temprana de cepas KPC en 
Enterobacterias, evitando así una rápida diseminación de las mismas y una posterior 
colonización de pacientes y unidades de cuidados críticos. 

La presencia de estas enzimas estuvo presente en un porcentaje elevado en aislamientos 
de K. pneumoniae.

Para evitar la diseminación de este grupo de bacterias, en nuestro hospital fue necesario 
implementar medidas de control infectológico, creando equipos multidisciplinarios que 
incluyeron la rápida detección de las mismas,  para que las intervenciones terapéuticas y 
el aislamiento de los pacientes fueran realizados de una manera eficaz.

A partir del aumento de casos de Enterobacterias con Carbapenemasas KPC, se 
implementaron hisopados rectales de vigilancia epidemiológica, a todo paciente con 
ingreso por guardia o derivado de otro nosocomio. Permitiendo este accionar controlar la 
diseminación de estas enzimas.
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