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Editorial

El mundo en el que vivimos nos genera grandes incertidumbres a la hora de avizorar el 
futuro.
Algunos datos de la realidad hacen que esa incertidumbre se amplíe…
Veamos algunos ejemplos gruesos: hoy la Empresa Mercado Libre, un espacio en internet a 
través del cual quizás haya comprado algo,  vale más que YPF. 
En el planeta existen más de 7.000.000.000 de seres humanos y sólo 329 personas, reconocid-
as con nombre y apellido, facturan el 54 % del producto bruto mundial.
Son pocos los que toman decisiones que nos afectan a todos. 
La situación del trabajo independiente constituye hoy una de las mayores encrucijadas de la 
sociedad en general, tanto por la existencia y las formas de trabajo, como por las transforma-
ciones tecnológicas y sociales. 
En nuestro medio asistimos a la profundización y aceleración de un modelo que implica el 
libre desarrollo de corporaciones que toman grandes porciones del “mercado de la salud”, 
marcando las oportunidades de los profesionales del sector en general. 
La organizaciones permanentemente estudian hoy, modi�caciones de lo establecido ayer, en 
pos de la "competitividad", vale decir el aumento de la productividad y la reducción de 
"costos".
A casi cien años de la creación de nuestra profesión tenemos más dudas que certezas.
¿Cómo reducir la incertidumbre? ¿Dónde está el camino a seguir en la profesión?
 Estimo que la respuesta está en lo que sepamos hacer y en el cómo lo hagamos.  
Hay dos elementos claves para reducir la  incertidumbre y además crear estímulo para el 
desarrollo: la formación continua y las habilidades psicosociales.
La formación continua del profesional acompañando el ritmo de la tecnología y la ciencia, es 
un factor imprescindible a la hora de establecer una presencia notable en el escenario de la 
Bioquímica.
Las habilidades psicosociales integran competencias fundamentales a la hora de relacionar-
nos, negociar, establecer liderazgos y crear espacios asociativos para bene�cio común del 
individuo y el colectivo de nuestra profesión. 
Lo que se hacer y como lo hago, me posiciona como bioquímico en el contexto social.
Feliz Día del Bioquímico!

Dra. Videla Isabel

Ser y hacer
bioquímico
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que son los β-lactámicos de mayor espectro, actividad,  
resistencia a las β-lactamasas y altamente potentes contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas 
cualidades hacen que sean imprescindibles en el 
tratamiento empírico donde se sospecha de un microor-
ganismo multirresistente, infecciones graves nosocomia-
les o cepas productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE). 
Los principales mecanismos de resistencia a carbapene-
mes en bacterias Gram negativas pueden surgir por 
disminución de la permeabilidad del antibiótico a través 
de la membrana externa  por disminución de la expresión 
de porinas, aumento de la expulsión activa del antibiótico 
por bombas de e�ujo o combinación de mecanismos 
como BLEE o cefalosporinasa AmpC (cromosómica o 
plasmídica) más impermeabilidad. Éstas son causas 
comunes de resistencia a carbapenemes, pero lo que 
genera mayor preocupación es la producción de enzimas 
β-lactamasa, en especial las carbapenemasas de tipo 
Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacilinasas (OXA) y 
metaloenzimas Nueva Dheli (NDM) (1-4). Estas enzimas son 
un problema de salud pública porque aumentan la 
mortalidad y la diseminación del plásmido que las codi�ca 
lo que favorece la formación de brotes nosocomiales, 
limitando las opciones terapéuticas y favoreciendo la 
aparición en los últimos años de patógenos panrresis-
tentes, es decir aquellos resistentes a todos los antibióti-
cos comercialmente disponibles frente a los que quedan 
pocas  posibilidades terapéuticas. Con la presión selectiva 
ejercida por el uso indiscriminado de los antibióticos, se 
pueden seleccionar bacterias multirresistentes (con 
resistencia a por lo menos 3 clases de antibióticos) donde 
una población de bacterias que está produciendo una 
infección y forma parte de la �ora normal,  puede coexistir 
con bacterias portadoras de algún gen de resistencia y al 
ser enfrentadas a un determinado antibiótico sobreviven, 
a su vez si estas bacterias tienen un mecanismo de 
resistencia codi�cado en un plásmido, este se puede 
transferir a otras especies de bacterias relacionadas. (5 - 10)
 Se estima que el 50%  de todos los antimicrobianos que 
se prescriben son innecesarios o se usan de manera 
inadecuada, por ejemplo en infecciones que no lo 
requieren, por la presión que ejercen los pacientes o sus 
familiares por desconocimiento, falta de pruebas apropia-
das de diagnóstico y uso con �nes no terapéuticos en 
animales destinados al consumo humano. (11)
El objetivo de este trabajo es investigar la presencia de 
mecanismos enzimáticos de resistencia a carbapenemes 
presentes en Enterobacterias multirresistentes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios del 
Hospital Córdoba en el período de Febrero – Noviembre 
de 2017.

Materiales y metodos
Estudio retrospectivo, observacional en cepas de entero-
bacterias con resistencia a carbapenemes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios que 
se atienden en nuestra Institución, hombres y mujeres 
entre 18 y 65 años de los cuales se recibe pedido médico 
en el Área de Supervisión de Microbiología del Servicio de 

Bioquímica del Hospital Córdoba durante el período 
febrero- noviembre de 2017.

Aislamiento bacteriano
Las muestras recibidas se procesaron de acuerdo al 
protocolo interno del laboratorio establecido para cada 
tipo de material.
Las pruebas de identi�cación y sensibilidad a los antimi-
crobianos se determinaron  a través de métodos automa-
tizados Vitek 2 Compact (Biomerieux, Marcy-l'Étoile 
Francia) y Phoenix 100 (Becton Dickson, EE.UU) los cuales 
se basan en la medición de versiones modi�cadas de las 
reacciones bioquímicas convencionales mediante 
sustratos cromogénicos o �uorescentes y también se 
utilizaron métodos manuales estandarizados. (12)
Para las pruebas de sensibilidad manuales se usó el 
Método de Kirby - Bauer por difusión en agar Müeller - 
Hinton (MH) y la interpretación se realizó de acuerdo a las 
Normas Clinical and Laboratory Stadards (CLSI) 2017.
Para con�rmar mecanismos de resistencia arrojados por el 
equipo o sospecha de los mismos se realizaron métodos 
manuales. Se consideraron cepas sospechosas de producir 
carbapenemasa cuándo los sistemas automatizados 
arrojaron valores de Concentraciones Inhibitorias Mínimas 
(CIM) de  ertapenem (ERT), imipenem (IMI) o meropenem 
(MEM) en el rango  resistencia según las recomendaciones 
del CLSI o que en el antibiograma manual expresaron 
resistencia a la mayoría de los antibióticos.
Las recomendaciones 2014 del Servicio de Antimicrobia-
nos del Instituto Malbrán, consta de distintos screenings 
para la sospecha de carbapenemasas, entre ellos los 
usados en este trabajo: 
Difusión: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≤22 mm, para 
Salmonella IMI (10 ug)  ≤24 mm  y para Proteus IMI (10 ug)  
≤ 22 mm y MEM (10 ug)  ≤ 27 mm.
Vitek 2C: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≥2 ug/ml + MEM 
(10 ug)  ≥1 ug/ml 
Phoenix: Klebsiella – Enterobacter - Serratia: IMI (10 ug)  ≥
2 ug/ml y otras enterobacterias: ERT (10 ug)  ≥1 ug/ml. 
A partir de estos resultados positivos se debe realizar la 
con�rmación con discos de ácido borónico 300 ug(BOR), 
cloxacilina y quelantes de Zn como el EDTA. En nuestro 
caso se utilizó BOR, EDTA y Test de Hodge modi�cado.
Para detectar  BLEE se realizaron dos técnicas manuales, 
en una se colocó un disco de Amoxicilina – clavulánico 20 
/10 ug (AMC) entre discos de Ceftazidima 30 ug (CAZ) y 
Cefotaxima 30 ug (CTX) enfrentados a 27 mm borde a 
borde, observando el efecto “huevo” entre ellos y con la 
otra técnica se determinó la diferencia de halo entre 
discos de CTX / CTX - clavulánico 30 / 10 ug y CAZ / CAZ – 
clavulánico 30 / 10 ug, una diferencia mayor a 5mm 
implica la presencia de BLEE.
 Para con�rmar la presencia de  KPC, se realizó prueba por 
difusión colocando un disco de BOR entre los discos de IMI 
y MEM enfrentados a  15mm (centro a centro) con sinergia 
positiva. También se realizó el Test de Hodge modi�cado 
con tritón que consiste en el agregado y distribución de  
50 microlitros de Triton X - 100 en la super�cie de la placa 
de MH, se colocó en estufa a  35º C hasta su absorción 
completa y posteriormente se sembró una  suspensión de 

nación de mecanismos de resistencia BLEE + KPC, en 
E.cloacae  probable NMC-A ó IMI y en E.coli combinación 
de probable BLEE más KPC.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario saber los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar una terapia adecuada.

Introducción
La resistencia a los antibióticos es la capacidad de un 
microorganismo de resistir la acción de un antimicrobia-
no. Esta resistencia puede ser natural (intrínseca) o  
adquirida (secundaria). La intrínseca se observa en todas 
las cepas de la misma especie y/o género, es una 
característica estable y de transmisión vertical (sólo a 
células hijas). Con la resistencia adquirida las bacterias se 
tornan resistentes a un antibiótico al que previamente 
eran sensibles, ya sea por mutaciones o por intercambio 
de material genético (plásmidos o transposones), la 
transmisión  puede ser vertical u horizontal (entre 
miembros de la misma especie o diferente). 
En este trabajo se hace referencia a los carbapenemes, 

turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la cepa 
indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922) la cual se 
siembra por inundación en la placa. Se colocó en el centro 
de la placa un disco de MEM y con un ansa estéril se 
tomaron de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco de la cepa 
en estudio y se realizó una estría desde el borde del disco 
hacia la periferia de la placa, se incubó la placa en 
aerobiosis a 35 ºC durante 16 - 18 horas. El test es positivo 
cuando hay sobrecrecimiento de la cepa en estudio hasta 
el borde del disco. La sinergia de carbapenemes con 
discos de EDTA sirve para determinar la presencia de 
metalo – β - lactamasa (MBL, grupo 3). Para la misma se 
colocó el disco del quelante entre IMI y MEM a una 
distancia de 1,5 cm de borde a borde y se consideraron 
positivos los tests que muestran apertura de los halos de 
inhibición del carbapenem hacia el quelante y negativos 
aquéllos en los que solo se formen “túneles”.
El control de calidad se realiza utilizando cepas de 
referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 
25922,  Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 700603.
Los resultados fueron documentados en una base de 
datos de Excel Microsoft O�ce.

Resultados
En el período de febrero- noviembre de 2017 se obtuvo un 
total de 94 cepas de diversos materiales en donde los 
microorganismos aislados presentaron resistencia a uno o 
más carbapenemes. En la Figura I se representa la cantidad 
y tipo de muestra, observandose predominio de muestras 
de orina, obtenidas a través de catéter, nefrostomías o 
chorro medio. Figura 1. 
Dentro de los microorganismos aislados predominó Kpn, en 
segundo lugar E.cloacae y por último E.coli. En la Figura II se 
observa el nombre y número de  microorganismos aislados 
en las distintas muestras. Figura 2. 
Se evaluaron los mecanismos de resistencia de cada 
microorganismo teniendo en cuenta los resultados de las 
pruebas fenotípicas observándose que en Kpn predomina 
(58 / 83 aislamientos) el mecanismo BLEE + KPC que con�ere 
resistencia a carbapenemes. La mayoría de estos pacientes 
estaban internados en los Servicios de la Unidad de Cuidados 
Intermedios (UCI) y Unidad de Terapia Intensiva (UTI). En 3 
aislamientos se evidenció positividad conjunta en las 
sinergias con BOR y EDTA, dos de estas cepas pertenecían al 
mismo paciente y las muestras fueron de orina chorro medio 
tomadas el mismo mes. El tercer aislamiento pertenecía a 
una muestra de orina chorro medio de un paciente con 
antecedentes de Kpn KPC (+). Ambos pacientes hospitaliza-
dos y atendidos por el Servicio de Nefrología. En tres 
aislamientos (3/83) se observó sinergia en todas las pruebas, 
coexistiendo en forma probable BLEE  con KPC y con MBL. En 
la Tabla 1 se observan las resistencias antibióticas más 
relevantes. Tabla 1. 
En los resultados de pruebas fenotípicas para E.cloacae se 
observó predominio de probable NMC-A ó IMI (2 / 5 
aislamientos). Distintos pacientes, uno hospitalizado y 
otro ambulatorio. El per�l de sensibilidad se muestra en la 

Tabla 2.
Con las pruebas fenotípicas para E.coli se pudo ver que 
predominó una combinación de mecanismos de resisten-
cia, probable BLEE más KPC (3/6 aislamientos). Dos de 
ellos pertenecientes a un mismo paciente atendido por 
consultorio externo. La interpretación de la sensibidad a 
los antibióticos se puede ver en la Tabla 3.

Discusión
La detección de un paciente con infecciones producidas 
por enterobacterias resistentes a los carbapenemes (ERC) 
reduce las opciones terapéuticas y promueve el inicio de 
combinaciones de antibióticos, algunos de alta toxicidad y 
la aplicación de medidas de prevención y aislamiento de 
contacto, por lo cual su sospecha y con�rmación son 
fundamentales para reducir la mortalidad y la expansión 
de estos microorganismos. Uno de los tratamientos de 
elección es el colistin pero ya han aparecido ERC 
resistentes a éste limitando aún más el tratamiento 
óptimo. (10, 13 - 16)
En el análisis de ERC aisladas de distintos tipos de 
muestras el  microorganismo mayormente aislado fue Kpn 
(83/94 cepas ) lo que concuerda con algunos trabajos 
donde se expone que, actualmente,  Kpn KPC es la especie 
de ERC más frecuentemente encontrada. En Argentina, el 
primer caso se describe en el año 2006. (10,17)

Desde el Laboratorio de Microbiología es importante la 
detección ERC y supone un reto ya que estas enzimas 
tienen diferentes y variables grados de expresión in vitro, 
que en ocasiones generan CIM consideradas sensibles a 
algunos carbapenemes, di�cultando su detección, 
especialmente cuando se emplean sistemas automatiza-
dos. (18)  Cuando estos equipos o el antibiograma manual 
hacen sospechar de la presencia de una carbapenemasa a 
través de la sensibilidad disminuida o resistencia a las 
cefalosporinas de amplio espectro o carbapenemes o 
cepas en donde los valores de CIM de los carbapenemes 
se incrementan por encima de los correspondientes 
puntos de corte epidemiológicos (que separan las 
poblaciones salvajes de aquellas que presentan mecanis-
mos de resistencia), es necesario la con�rmación y 
diferenciación con otros mecanismos de resistencia o 
combinaciones de éstos, ya que no es igual la expresión 
de una carbapenemasa en Pseudomonas aeruginosa o en 
Acinetobacter baumannii que en E. coli, Kpn o E. cloacae. 
Cada una de estas especies tiene sus peculiaridades 
fenotípicas naturales que deben ser contempladas. (19). 
Los métodos de referencia como el ensayo espectrofo-
tométrico o biología molecular  no está siempre al alcance 
de todos los laboratorios, por lo que se han propuesto 
métodos biológicos (bioensayos) sencillos que permiten 
su detección. Dentro de los métodos usados en este 
trabajo se realizaron pruebas fenotípicas de inhibición con 
EDTA, BOR y ácido clavulánico mediante difusión en agar, 
así como el test de Hodge modi�cado con disco de MEM 
que permite una detección  mejorada de carbapenemasas 
de importancia clínica y se puede realizar en todos los 
bacilos Gram negativos. Este test a pesar de su sencillez 
tiene algunas limitaciones, posee una sensibilidad elevada 

urinario y abdominal.  La producción de carbapenemasas 
es poco frecuente en este microorganismo, aunque hay 
una creciente preocupación por su aparición y su rápida 
diseminación (41 - 44). Poseen resistencia natural a través de 
una AmpC cromosómica inducible, que normalmente 
causa resistencia a ampicilina, ampicilina - sulbactam, 
cefalotina, CTX. Pero  puede desrreprimirse sumando 
resistencia a cefalosporinas de tercera generación y AZT. 
La combinación de AmpC desreprimida (E.aerogenes,  
E.cloacae, Citrobacter freundii) más impermeabilidad 
también pueden llevar a la resistencia a carbapenemes en 
enterobacterias. (45)
En nuestro caso predominó la presencia de probable 
NMC-A ó IMI, que es una carbapenemasa  clase A de 
Ambler. 
E.coli posee  AmpC cromosómica, sin embargo la 
expresión de esta enzima es mínima debido a que este 
microorganismo carece del promotor natural (Amp-R ).En 
su forma natural o salvaje se expresa a nivel muy bajo y no 
con�ere resistencia de trascendencia clínica (46 - 48)
Lo más común dentro de sus mecanismos de resistencia 
adquiridos son las BLEE CTX-M, muy diseminadas en la 
actualidad por el mundo en enterobacterias que colonizan 
el intestino, siendo E. coli  la enterobacteria intestinal 
comensal (también  patógena) más abundante en el 
intestino.  (48 - 50) Hay pocos casos en la literatura de BLEE + 
carbapenemasas.
También se aislaron cepas con BLEE. La familia de 
Enterobacterias productoras de BLEE son una causa 
importante de infecciones nosocomiales. Dentro de este 
grupo  E. coli es causa frecuente  de infección del tracto 
urinario de la comunidad y nosocomial, mientras que 
Klebsiella spp y Enterobacter spp son causa importante  
de infecciones asociadas a la atención de la salud. Las 
localizaciones más frecuentes fueron neumonía nosoco-
mial, bacteriemia e infecciones intraabdominales. (34)
 
Conclusion
Con los resultados de las pruebas fenotípicas se observó 
que en Kpn predominó la combinación de mecanismos de 
resistencia BLEE + KPC, en E. cloacae  probable NMC-A ó 
IMI y en E.coli combinación de probable BLEE más KPC.
Cada vez es más frecuente la asociación de diferentes 
mecanismos de resistencia para la misma familia de 
antibióticos en una misma cepa. Esto hace que el per�l 
fenotípico sea difícil de interpretar y el tratamiento muy 
difícil de abordar.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario conocer los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar combinaciones terapéuticas más convenien-
tes evitando  fallas en los tratamientos y el uso indiscrimi-
nado de antibióticos y poder implementar a tiempo 
medidas de aislamiento de contacto y evitar la propa-
gación de estos microorganismos.
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pero no diferencia el tipo de carbapenemasa (no 
diferencia entre metaloenzimas y enzimas de clase 2f ) y 
se han observado resultados falsos negativos por la baja 
expresión de la carbapenemasa, sobre todo con cepas 
con MBL (como NDM - 1) y oxacilinasas. También se han 
comunicado falsos positivos con cepas productoras de 
CTX – M - 2 combinadas con impermeabilidad hasta un 
25 % de los casos y con las cepas hiperproductoras de 
AmpC. Asimismo, se ha discutido cuál es el carbapenem 
más adecuado, recomendándose la utilización de MEM y 
ERT. (20- 24)
En la guía CLSI M100 de 2018 esta prueba ha sido 
eliminada para la determinación de la producción de 
carbapenemasas en Enterobacteriaceae.
En cuanto a la sinergia con BOR,  permite inferir la 
presencia de KPC, pero tiene como gran limitación que el 
BOR inhibe también la AmpC de Enterobacter y Serratia, 
generando falsos positivos para esos microorganismos 
(aproximadamente 25 %) los cuales pueden diferenciarse 
usando discos combinados con un inhibidor de esa 
enzima como cloxacilina; en nuestro laboratorio no se 
realizó la prueba con cloxacilina por falta de insumo.
Los métodos basados en la inhibición por EDTA se utilizan 
para la detección de MBL. El EDTA es un compuesto que se 
une al centro activo de las enzimas de clase B de Ambler 
que contiene iones de Zn+2. La sensibilidad a aztreonam 
(AZT) en conjunto con resistencia a carbapenemes, sobre 
todo si se observa efecto sinérgico con EDTA, es sugestivo 
de metaloenzimas. La resistencia a AZT no descarta su 
presencia debido a la posibilidad de mecanismos 
secundarios (AmpC desrreprimida, BLEE, e�ujo). La gran 
limitación es que algunas bacterias pueden ser muy 
sensibles al EDTA (rompe las porinas) y da falsos (+) pero la 
ocurrencia de esto depende de que se produzca la MBL en 
grandes cantidades. (25)
Al realizarse las pruebas con�rmatorias con discos de BOR, 
cloxacilina y EDTA se consideran 2 posibilidades: 
a) Sensibilidad a cefalosporinas de 3º generación y 
sinergia con BOR pero no con EDTA ni con cloxacilina: 
probables enzimas del tipo Sme (Serratia marcescens), IMI 
o NMCA (Enterobacter) 
b) Resistencia a cefalosporinas de 3º generación: 
- Sinergia con BOR pero no con cloxacilina ni con EDTA: 
probable KPC 
- Sinergia con EDTA pero no con BOR  ni con cloxacilina: 
probable MBL. 
- Sinergia con BOR y con cloxacilina pero no con EDTA: 
AmpC 
- Falta de sinergia con BOR, cloxacilina y EDTA: probable 
BLEE o carbapenemasa del tipo OXA. 
Finalmente todos estos mecanismos requieren con�r-
mación molecular.  (9, 24)
La aplicación de estos métodos en la detección de MBLs 
está limitada a Kpn y E. coli, ya que no han sido sistemáti-
camente testados  en otras especies de enterobacterias. 
Kpn productora de MBL como enzima única, tiene 
resistencia a todos los betalactámicos menos a los 
monobactámicos (AZT).  (22, 26)
Algunos trabajos exponen la importacia de colocar ERT en 
el antibiograma de enterobacterias para detectar mecanis-

mos de resistencia que otros carbapenemes no detectan 
para luego indagar con las demás pruebas fenotípicas. (27)
Hay un aumento global de los casos de ERC detectados, 
principalmente  Kpn, seguida de Enterobacter spp. (18, 28) 
Esto coincide con nuestros hallazgos donde predomina 
Kpn seguida de E.coli y luego E. cloacae.
Kpn productora de carbapenemasa, es la ERC que tiene las 
tasas de morbi-mortalidad más altas, oscilando entre el 18 
y el 60 % y siendo más altas en pacientes con bacteriemia, 
internación prolongada, pacientes que recibieron 
antibióticos previamente y en pacientes críticos multi-in-
vadidos (ventilación mecánica, catéteres, etc.). El mal uso 
de los antibióticos explica, en parte, el aumento de las 
resistencias. Sólo en la primera década del milenio el 
consumo global en humanos creció el 40%. Las bacterias 
resistentes a los antibióticos son anteriores a los antibióti-
cos mismos y con el mal uso se favorece la selección de 
cepas resistentes. Se suma a esto el problema de  que la 
industria farmacéutica ha dejado de interesarse por el 
desarrollo de nuevos antibióticos, un trabajo demasiado 
costoso para la fabricación de unos medicamentos que 
quedan obsoletos en pocos años y que no generan 
su�cientes bene�cios. (29 - 32)
La KPC es codi�cada por el gen blaKPC, las más 
frecuentes son KPC-2 y KPC-3 generalmente codi�cada 
en plásmidos. Hidrolizan e�cientemente penicilinas, 
cefalosporinas, AZT, carbapenemes y no se inhiben por 
clavulánico, tazobactam o sulbactam. (32) Desde el año 
2001 se describe la aparición de KPC en varios lugares del 
mundo con un comportamiento endémico y epidémico. 
Su importancia radica en la capacidad que posee de 
trasmitir resistencia a todos los antibióticos β - lactámicos 
y a otras familias de antibióticos como aminoglucósidos 
y quinolonas limitando las opciones terapéuticas. En la 
mayoría de los casos conservan la sensibilidad a colistin y  
tigeciclina. Las medidas de detección y control de ERC 
son necesarias para limitar los casos y lograr un 
tratamiento adecuado. (34 - 39)
A pesar de que según la bibliografía la resistencia a 
carbapenemes más usual se debe a la combinación de 
BLEE más impermeabilidad o AmpC más impermeabilidad 
en nuestro caso predominó la combinación de BLEE con 
KPC que es la más complicada desde el punto de vista 
clínico. Las carbapenemasas que han emergido en nuestro 
país pertenecen a la clase  A de Ambler, grupo funcional 2f 
de Karen Bush. Estas comprenden enzimas del  tipo Sme, 
NMC A, IMI y KPC. Todas estas enzimas son inhibidas por 
ácido  clavulánico y tazobactam. A excepción de las de 
tipo KPC, hidrolizan e�cientemente IMI y MEM, penicilinas, 
cefalosporinas de primera generación y  AZT, pero no 
oximino cefalosporinas. (39, 40)
Tres casos presentaban positivismo en todas las pruebas 
fenotípicas utilizadas suponiendo la presencia simultánea 
de BLEE, KPC y MBL resultando algo inusual y complicado 
de tratar clínicamente. 
E. cloacae es un microorganismo ubicuo en la naturaleza 
que forma parte de la �ora intestinal en humanos, y en los 
últimos años se ha convertido en un importante patógeno 
asociado a infecciones de origen nosocomial, principal-
mente bacteriemia, infección respiratoria, del tracto 
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Abreviaturas
AMC: Amoxicilina – clavulánico.
AmpC: cefalosporinasa cromosómica o inducible.
AZT: aztreonam.
BLEE: β-lactamasas de espectro extendido.
BOR: ácido borónico.
CAZ: Ceftazidima.
CIM: Concentraciones Inhibitorias Mínimas.
CLSI: Normas Clinical and Laboratory Stadards.
CTX: Cefotaxima.
E.coli: Escherichia coli.
E.cloacae: Enterobacter cloacae.
ERC: enterobacterias resistentes a los carbapenemes.
ERT: ertapenem.
IMI: imipenem.
Kpn: Klebsiella pneumoniae.
KPC: serin carbapenemasa en Klebsiella pneumoniae.
MBL: metalo – β – lactamasa, grupo 3.
MEM: meropenem.
NDM: metaloenzimas Nueva Dheli.
MH: Müeller – Hinton.
OXA: oxacilinasas.
UCI: Servicios de la Unidad de Cuidados Intermedios.
UTI: Unidad de Terapia Intensiva.

Resumen
Los mecanismos de resistencia a antibióticos en microor-
ganismos gramnegativos tienen gran repercusión clínica y 
epidemiológica. Las tendencias más preocupantes se 
relacionan con Klebsiella pneumoniae (Kpn) y Escherichia 
coli (E.coli). 
En el siguiente estudio retrospectivo y observacional se 
describen los fenotipos y mecanismos de resistencia a 
carbapenemes, y las diferentes herramientas fenotípicas 
disponibles para su detección e interpretación clínica 
presentes en Enterobacterias multirresistentes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios del 
Hospital Córdoba en el período de Febrero – Noviembre 
de 2017.
Se obtuvo un total de 94 cepas aisladas de distintos tipos 
de muestras con predominio de orina, obtenidas a través 
de catéter, nefrostomías o chorro medio. Estas cepas 
presentaban resistencia a uno o más carbapenemes y  
Kpn fue el microorganismo que se aisló con más frecuen-
cia, seguido por Enterobacter cloacae (E. cloacae) y E. coli. 
Como conclusión de los resultados de las pruebas 
fenotípicas se observó que en Kpn predominó la combi-

que son los β-lactámicos de mayor espectro, actividad,  
resistencia a las β-lactamasas y altamente potentes contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas 
cualidades hacen que sean imprescindibles en el 
tratamiento empírico donde se sospecha de un microor-
ganismo multirresistente, infecciones graves nosocomia-
les o cepas productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE). 
Los principales mecanismos de resistencia a carbapene-
mes en bacterias Gram negativas pueden surgir por 
disminución de la permeabilidad del antibiótico a través 
de la membrana externa  por disminución de la expresión 
de porinas, aumento de la expulsión activa del antibiótico 
por bombas de e�ujo o combinación de mecanismos 
como BLEE o cefalosporinasa AmpC (cromosómica o 
plasmídica) más impermeabilidad. Éstas son causas 
comunes de resistencia a carbapenemes, pero lo que 
genera mayor preocupación es la producción de enzimas 
β-lactamasa, en especial las carbapenemasas de tipo 
Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacilinasas (OXA) y 
metaloenzimas Nueva Dheli (NDM) (1-4). Estas enzimas son 
un problema de salud pública porque aumentan la 
mortalidad y la diseminación del plásmido que las codi�ca 
lo que favorece la formación de brotes nosocomiales, 
limitando las opciones terapéuticas y favoreciendo la 
aparición en los últimos años de patógenos panrresis-
tentes, es decir aquellos resistentes a todos los antibióti-
cos comercialmente disponibles frente a los que quedan 
pocas  posibilidades terapéuticas. Con la presión selectiva 
ejercida por el uso indiscriminado de los antibióticos, se 
pueden seleccionar bacterias multirresistentes (con 
resistencia a por lo menos 3 clases de antibióticos) donde 
una población de bacterias que está produciendo una 
infección y forma parte de la �ora normal,  puede coexistir 
con bacterias portadoras de algún gen de resistencia y al 
ser enfrentadas a un determinado antibiótico sobreviven, 
a su vez si estas bacterias tienen un mecanismo de 
resistencia codi�cado en un plásmido, este se puede 
transferir a otras especies de bacterias relacionadas. (5 - 10)
 Se estima que el 50%  de todos los antimicrobianos que 
se prescriben son innecesarios o se usan de manera 
inadecuada, por ejemplo en infecciones que no lo 
requieren, por la presión que ejercen los pacientes o sus 
familiares por desconocimiento, falta de pruebas apropia-
das de diagnóstico y uso con �nes no terapéuticos en 
animales destinados al consumo humano. (11)
El objetivo de este trabajo es investigar la presencia de 
mecanismos enzimáticos de resistencia a carbapenemes 
presentes en Enterobacterias multirresistentes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios del 
Hospital Córdoba en el período de Febrero – Noviembre 
de 2017.

Materiales y metodos
Estudio retrospectivo, observacional en cepas de entero-
bacterias con resistencia a carbapenemes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios que 
se atienden en nuestra Institución, hombres y mujeres 
entre 18 y 65 años de los cuales se recibe pedido médico 
en el Área de Supervisión de Microbiología del Servicio de 

Bioquímica del Hospital Córdoba durante el período 
febrero- noviembre de 2017.

Aislamiento bacteriano
Las muestras recibidas se procesaron de acuerdo al 
protocolo interno del laboratorio establecido para cada 
tipo de material.
Las pruebas de identi�cación y sensibilidad a los antimi-
crobianos se determinaron  a través de métodos automa-
tizados Vitek 2 Compact (Biomerieux, Marcy-l'Étoile 
Francia) y Phoenix 100 (Becton Dickson, EE.UU) los cuales 
se basan en la medición de versiones modi�cadas de las 
reacciones bioquímicas convencionales mediante 
sustratos cromogénicos o �uorescentes y también se 
utilizaron métodos manuales estandarizados. (12)
Para las pruebas de sensibilidad manuales se usó el 
Método de Kirby - Bauer por difusión en agar Müeller - 
Hinton (MH) y la interpretación se realizó de acuerdo a las 
Normas Clinical and Laboratory Stadards (CLSI) 2017.
Para con�rmar mecanismos de resistencia arrojados por el 
equipo o sospecha de los mismos se realizaron métodos 
manuales. Se consideraron cepas sospechosas de producir 
carbapenemasa cuándo los sistemas automatizados 
arrojaron valores de Concentraciones Inhibitorias Mínimas 
(CIM) de  ertapenem (ERT), imipenem (IMI) o meropenem 
(MEM) en el rango  resistencia según las recomendaciones 
del CLSI o que en el antibiograma manual expresaron 
resistencia a la mayoría de los antibióticos.
Las recomendaciones 2014 del Servicio de Antimicrobia-
nos del Instituto Malbrán, consta de distintos screenings 
para la sospecha de carbapenemasas, entre ellos los 
usados en este trabajo: 
Difusión: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≤22 mm, para 
Salmonella IMI (10 ug)  ≤24 mm  y para Proteus IMI (10 ug)  
≤ 22 mm y MEM (10 ug)  ≤ 27 mm.
Vitek 2C: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≥2 ug/ml + MEM 
(10 ug)  ≥1 ug/ml 
Phoenix: Klebsiella – Enterobacter - Serratia: IMI (10 ug)  ≥
2 ug/ml y otras enterobacterias: ERT (10 ug)  ≥1 ug/ml. 
A partir de estos resultados positivos se debe realizar la 
con�rmación con discos de ácido borónico 300 ug(BOR), 
cloxacilina y quelantes de Zn como el EDTA. En nuestro 
caso se utilizó BOR, EDTA y Test de Hodge modi�cado.
Para detectar  BLEE se realizaron dos técnicas manuales, 
en una se colocó un disco de Amoxicilina – clavulánico 20 
/10 ug (AMC) entre discos de Ceftazidima 30 ug (CAZ) y 
Cefotaxima 30 ug (CTX) enfrentados a 27 mm borde a 
borde, observando el efecto “huevo” entre ellos y con la 
otra técnica se determinó la diferencia de halo entre 
discos de CTX / CTX - clavulánico 30 / 10 ug y CAZ / CAZ – 
clavulánico 30 / 10 ug, una diferencia mayor a 5mm 
implica la presencia de BLEE.
 Para con�rmar la presencia de  KPC, se realizó prueba por 
difusión colocando un disco de BOR entre los discos de IMI 
y MEM enfrentados a  15mm (centro a centro) con sinergia 
positiva. También se realizó el Test de Hodge modi�cado 
con tritón que consiste en el agregado y distribución de  
50 microlitros de Triton X - 100 en la super�cie de la placa 
de MH, se colocó en estufa a  35º C hasta su absorción 
completa y posteriormente se sembró una  suspensión de 

nación de mecanismos de resistencia BLEE + KPC, en 
E.cloacae  probable NMC-A ó IMI y en E.coli combinación 
de probable BLEE más KPC.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario saber los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar una terapia adecuada.

Introducción
La resistencia a los antibióticos es la capacidad de un 
microorganismo de resistir la acción de un antimicrobia-
no. Esta resistencia puede ser natural (intrínseca) o  
adquirida (secundaria). La intrínseca se observa en todas 
las cepas de la misma especie y/o género, es una 
característica estable y de transmisión vertical (sólo a 
células hijas). Con la resistencia adquirida las bacterias se 
tornan resistentes a un antibiótico al que previamente 
eran sensibles, ya sea por mutaciones o por intercambio 
de material genético (plásmidos o transposones), la 
transmisión  puede ser vertical u horizontal (entre 
miembros de la misma especie o diferente). 
En este trabajo se hace referencia a los carbapenemes, 

turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la cepa 
indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922) la cual se 
siembra por inundación en la placa. Se colocó en el centro 
de la placa un disco de MEM y con un ansa estéril se 
tomaron de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco de la cepa 
en estudio y se realizó una estría desde el borde del disco 
hacia la periferia de la placa, se incubó la placa en 
aerobiosis a 35 ºC durante 16 - 18 horas. El test es positivo 
cuando hay sobrecrecimiento de la cepa en estudio hasta 
el borde del disco. La sinergia de carbapenemes con 
discos de EDTA sirve para determinar la presencia de 
metalo – β - lactamasa (MBL, grupo 3). Para la misma se 
colocó el disco del quelante entre IMI y MEM a una 
distancia de 1,5 cm de borde a borde y se consideraron 
positivos los tests que muestran apertura de los halos de 
inhibición del carbapenem hacia el quelante y negativos 
aquéllos en los que solo se formen “túneles”.
El control de calidad se realiza utilizando cepas de 
referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 
25922,  Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 700603.
Los resultados fueron documentados en una base de 
datos de Excel Microsoft O�ce.

Resultados
En el período de febrero- noviembre de 2017 se obtuvo un 
total de 94 cepas de diversos materiales en donde los 
microorganismos aislados presentaron resistencia a uno o 
más carbapenemes. En la Figura I se representa la cantidad 
y tipo de muestra, observandose predominio de muestras 
de orina, obtenidas a través de catéter, nefrostomías o 
chorro medio. Figura 1. 
Dentro de los microorganismos aislados predominó Kpn, en 
segundo lugar E.cloacae y por último E.coli. En la Figura II se 
observa el nombre y número de  microorganismos aislados 
en las distintas muestras. Figura 2. 
Se evaluaron los mecanismos de resistencia de cada 
microorganismo teniendo en cuenta los resultados de las 
pruebas fenotípicas observándose que en Kpn predomina 
(58 / 83 aislamientos) el mecanismo BLEE + KPC que con�ere 
resistencia a carbapenemes. La mayoría de estos pacientes 
estaban internados en los Servicios de la Unidad de Cuidados 
Intermedios (UCI) y Unidad de Terapia Intensiva (UTI). En 3 
aislamientos se evidenció positividad conjunta en las 
sinergias con BOR y EDTA, dos de estas cepas pertenecían al 
mismo paciente y las muestras fueron de orina chorro medio 
tomadas el mismo mes. El tercer aislamiento pertenecía a 
una muestra de orina chorro medio de un paciente con 
antecedentes de Kpn KPC (+). Ambos pacientes hospitaliza-
dos y atendidos por el Servicio de Nefrología. En tres 
aislamientos (3/83) se observó sinergia en todas las pruebas, 
coexistiendo en forma probable BLEE  con KPC y con MBL. En 
la Tabla 1 se observan las resistencias antibióticas más 
relevantes. Tabla 1. 
En los resultados de pruebas fenotípicas para E.cloacae se 
observó predominio de probable NMC-A ó IMI (2 / 5 
aislamientos). Distintos pacientes, uno hospitalizado y 
otro ambulatorio. El per�l de sensibilidad se muestra en la 

Tabla 2.
Con las pruebas fenotípicas para E.coli se pudo ver que 
predominó una combinación de mecanismos de resisten-
cia, probable BLEE más KPC (3/6 aislamientos). Dos de 
ellos pertenecientes a un mismo paciente atendido por 
consultorio externo. La interpretación de la sensibidad a 
los antibióticos se puede ver en la Tabla 3.

Discusión
La detección de un paciente con infecciones producidas 
por enterobacterias resistentes a los carbapenemes (ERC) 
reduce las opciones terapéuticas y promueve el inicio de 
combinaciones de antibióticos, algunos de alta toxicidad y 
la aplicación de medidas de prevención y aislamiento de 
contacto, por lo cual su sospecha y con�rmación son 
fundamentales para reducir la mortalidad y la expansión 
de estos microorganismos. Uno de los tratamientos de 
elección es el colistin pero ya han aparecido ERC 
resistentes a éste limitando aún más el tratamiento 
óptimo. (10, 13 - 16)
En el análisis de ERC aisladas de distintos tipos de 
muestras el  microorganismo mayormente aislado fue Kpn 
(83/94 cepas ) lo que concuerda con algunos trabajos 
donde se expone que, actualmente,  Kpn KPC es la especie 
de ERC más frecuentemente encontrada. En Argentina, el 
primer caso se describe en el año 2006. (10,17)

Desde el Laboratorio de Microbiología es importante la 
detección ERC y supone un reto ya que estas enzimas 
tienen diferentes y variables grados de expresión in vitro, 
que en ocasiones generan CIM consideradas sensibles a 
algunos carbapenemes, di�cultando su detección, 
especialmente cuando se emplean sistemas automatiza-
dos. (18)  Cuando estos equipos o el antibiograma manual 
hacen sospechar de la presencia de una carbapenemasa a 
través de la sensibilidad disminuida o resistencia a las 
cefalosporinas de amplio espectro o carbapenemes o 
cepas en donde los valores de CIM de los carbapenemes 
se incrementan por encima de los correspondientes 
puntos de corte epidemiológicos (que separan las 
poblaciones salvajes de aquellas que presentan mecanis-
mos de resistencia), es necesario la con�rmación y 
diferenciación con otros mecanismos de resistencia o 
combinaciones de éstos, ya que no es igual la expresión 
de una carbapenemasa en Pseudomonas aeruginosa o en 
Acinetobacter baumannii que en E. coli, Kpn o E. cloacae. 
Cada una de estas especies tiene sus peculiaridades 
fenotípicas naturales que deben ser contempladas. (19). 
Los métodos de referencia como el ensayo espectrofo-
tométrico o biología molecular  no está siempre al alcance 
de todos los laboratorios, por lo que se han propuesto 
métodos biológicos (bioensayos) sencillos que permiten 
su detección. Dentro de los métodos usados en este 
trabajo se realizaron pruebas fenotípicas de inhibición con 
EDTA, BOR y ácido clavulánico mediante difusión en agar, 
así como el test de Hodge modi�cado con disco de MEM 
que permite una detección  mejorada de carbapenemasas 
de importancia clínica y se puede realizar en todos los 
bacilos Gram negativos. Este test a pesar de su sencillez 
tiene algunas limitaciones, posee una sensibilidad elevada 

urinario y abdominal.  La producción de carbapenemasas 
es poco frecuente en este microorganismo, aunque hay 
una creciente preocupación por su aparición y su rápida 
diseminación (41 - 44). Poseen resistencia natural a través de 
una AmpC cromosómica inducible, que normalmente 
causa resistencia a ampicilina, ampicilina - sulbactam, 
cefalotina, CTX. Pero  puede desrreprimirse sumando 
resistencia a cefalosporinas de tercera generación y AZT. 
La combinación de AmpC desreprimida (E.aerogenes,  
E.cloacae, Citrobacter freundii) más impermeabilidad 
también pueden llevar a la resistencia a carbapenemes en 
enterobacterias. (45)
En nuestro caso predominó la presencia de probable 
NMC-A ó IMI, que es una carbapenemasa  clase A de 
Ambler. 
E.coli posee  AmpC cromosómica, sin embargo la 
expresión de esta enzima es mínima debido a que este 
microorganismo carece del promotor natural (Amp-R ).En 
su forma natural o salvaje se expresa a nivel muy bajo y no 
con�ere resistencia de trascendencia clínica (46 - 48)
Lo más común dentro de sus mecanismos de resistencia 
adquiridos son las BLEE CTX-M, muy diseminadas en la 
actualidad por el mundo en enterobacterias que colonizan 
el intestino, siendo E. coli  la enterobacteria intestinal 
comensal (también  patógena) más abundante en el 
intestino.  (48 - 50) Hay pocos casos en la literatura de BLEE + 
carbapenemasas.
También se aislaron cepas con BLEE. La familia de 
Enterobacterias productoras de BLEE son una causa 
importante de infecciones nosocomiales. Dentro de este 
grupo  E. coli es causa frecuente  de infección del tracto 
urinario de la comunidad y nosocomial, mientras que 
Klebsiella spp y Enterobacter spp son causa importante  
de infecciones asociadas a la atención de la salud. Las 
localizaciones más frecuentes fueron neumonía nosoco-
mial, bacteriemia e infecciones intraabdominales. (34)
 
Conclusion
Con los resultados de las pruebas fenotípicas se observó 
que en Kpn predominó la combinación de mecanismos de 
resistencia BLEE + KPC, en E. cloacae  probable NMC-A ó 
IMI y en E.coli combinación de probable BLEE más KPC.
Cada vez es más frecuente la asociación de diferentes 
mecanismos de resistencia para la misma familia de 
antibióticos en una misma cepa. Esto hace que el per�l 
fenotípico sea difícil de interpretar y el tratamiento muy 
difícil de abordar.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario conocer los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar combinaciones terapéuticas más convenien-
tes evitando  fallas en los tratamientos y el uso indiscrimi-
nado de antibióticos y poder implementar a tiempo 
medidas de aislamiento de contacto y evitar la propa-
gación de estos microorganismos.
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pero no diferencia el tipo de carbapenemasa (no 
diferencia entre metaloenzimas y enzimas de clase 2f ) y 
se han observado resultados falsos negativos por la baja 
expresión de la carbapenemasa, sobre todo con cepas 
con MBL (como NDM - 1) y oxacilinasas. También se han 
comunicado falsos positivos con cepas productoras de 
CTX – M - 2 combinadas con impermeabilidad hasta un 
25 % de los casos y con las cepas hiperproductoras de 
AmpC. Asimismo, se ha discutido cuál es el carbapenem 
más adecuado, recomendándose la utilización de MEM y 
ERT. (20- 24)
En la guía CLSI M100 de 2018 esta prueba ha sido 
eliminada para la determinación de la producción de 
carbapenemasas en Enterobacteriaceae.
En cuanto a la sinergia con BOR,  permite inferir la 
presencia de KPC, pero tiene como gran limitación que el 
BOR inhibe también la AmpC de Enterobacter y Serratia, 
generando falsos positivos para esos microorganismos 
(aproximadamente 25 %) los cuales pueden diferenciarse 
usando discos combinados con un inhibidor de esa 
enzima como cloxacilina; en nuestro laboratorio no se 
realizó la prueba con cloxacilina por falta de insumo.
Los métodos basados en la inhibición por EDTA se utilizan 
para la detección de MBL. El EDTA es un compuesto que se 
une al centro activo de las enzimas de clase B de Ambler 
que contiene iones de Zn+2. La sensibilidad a aztreonam 
(AZT) en conjunto con resistencia a carbapenemes, sobre 
todo si se observa efecto sinérgico con EDTA, es sugestivo 
de metaloenzimas. La resistencia a AZT no descarta su 
presencia debido a la posibilidad de mecanismos 
secundarios (AmpC desrreprimida, BLEE, e�ujo). La gran 
limitación es que algunas bacterias pueden ser muy 
sensibles al EDTA (rompe las porinas) y da falsos (+) pero la 
ocurrencia de esto depende de que se produzca la MBL en 
grandes cantidades. (25)
Al realizarse las pruebas con�rmatorias con discos de BOR, 
cloxacilina y EDTA se consideran 2 posibilidades: 
a) Sensibilidad a cefalosporinas de 3º generación y 
sinergia con BOR pero no con EDTA ni con cloxacilina: 
probables enzimas del tipo Sme (Serratia marcescens), IMI 
o NMCA (Enterobacter) 
b) Resistencia a cefalosporinas de 3º generación: 
- Sinergia con BOR pero no con cloxacilina ni con EDTA: 
probable KPC 
- Sinergia con EDTA pero no con BOR  ni con cloxacilina: 
probable MBL. 
- Sinergia con BOR y con cloxacilina pero no con EDTA: 
AmpC 
- Falta de sinergia con BOR, cloxacilina y EDTA: probable 
BLEE o carbapenemasa del tipo OXA. 
Finalmente todos estos mecanismos requieren con�r-
mación molecular.  (9, 24)
La aplicación de estos métodos en la detección de MBLs 
está limitada a Kpn y E. coli, ya que no han sido sistemáti-
camente testados  en otras especies de enterobacterias. 
Kpn productora de MBL como enzima única, tiene 
resistencia a todos los betalactámicos menos a los 
monobactámicos (AZT).  (22, 26)
Algunos trabajos exponen la importacia de colocar ERT en 
el antibiograma de enterobacterias para detectar mecanis-

mos de resistencia que otros carbapenemes no detectan 
para luego indagar con las demás pruebas fenotípicas. (27)
Hay un aumento global de los casos de ERC detectados, 
principalmente  Kpn, seguida de Enterobacter spp. (18, 28) 
Esto coincide con nuestros hallazgos donde predomina 
Kpn seguida de E.coli y luego E. cloacae.
Kpn productora de carbapenemasa, es la ERC que tiene las 
tasas de morbi-mortalidad más altas, oscilando entre el 18 
y el 60 % y siendo más altas en pacientes con bacteriemia, 
internación prolongada, pacientes que recibieron 
antibióticos previamente y en pacientes críticos multi-in-
vadidos (ventilación mecánica, catéteres, etc.). El mal uso 
de los antibióticos explica, en parte, el aumento de las 
resistencias. Sólo en la primera década del milenio el 
consumo global en humanos creció el 40%. Las bacterias 
resistentes a los antibióticos son anteriores a los antibióti-
cos mismos y con el mal uso se favorece la selección de 
cepas resistentes. Se suma a esto el problema de  que la 
industria farmacéutica ha dejado de interesarse por el 
desarrollo de nuevos antibióticos, un trabajo demasiado 
costoso para la fabricación de unos medicamentos que 
quedan obsoletos en pocos años y que no generan 
su�cientes bene�cios. (29 - 32)
La KPC es codi�cada por el gen blaKPC, las más 
frecuentes son KPC-2 y KPC-3 generalmente codi�cada 
en plásmidos. Hidrolizan e�cientemente penicilinas, 
cefalosporinas, AZT, carbapenemes y no se inhiben por 
clavulánico, tazobactam o sulbactam. (32) Desde el año 
2001 se describe la aparición de KPC en varios lugares del 
mundo con un comportamiento endémico y epidémico. 
Su importancia radica en la capacidad que posee de 
trasmitir resistencia a todos los antibióticos β - lactámicos 
y a otras familias de antibióticos como aminoglucósidos 
y quinolonas limitando las opciones terapéuticas. En la 
mayoría de los casos conservan la sensibilidad a colistin y  
tigeciclina. Las medidas de detección y control de ERC 
son necesarias para limitar los casos y lograr un 
tratamiento adecuado. (34 - 39)
A pesar de que según la bibliografía la resistencia a 
carbapenemes más usual se debe a la combinación de 
BLEE más impermeabilidad o AmpC más impermeabilidad 
en nuestro caso predominó la combinación de BLEE con 
KPC que es la más complicada desde el punto de vista 
clínico. Las carbapenemasas que han emergido en nuestro 
país pertenecen a la clase  A de Ambler, grupo funcional 2f 
de Karen Bush. Estas comprenden enzimas del  tipo Sme, 
NMC A, IMI y KPC. Todas estas enzimas son inhibidas por 
ácido  clavulánico y tazobactam. A excepción de las de 
tipo KPC, hidrolizan e�cientemente IMI y MEM, penicilinas, 
cefalosporinas de primera generación y  AZT, pero no 
oximino cefalosporinas. (39, 40)
Tres casos presentaban positivismo en todas las pruebas 
fenotípicas utilizadas suponiendo la presencia simultánea 
de BLEE, KPC y MBL resultando algo inusual y complicado 
de tratar clínicamente. 
E. cloacae es un microorganismo ubicuo en la naturaleza 
que forma parte de la �ora intestinal en humanos, y en los 
últimos años se ha convertido en un importante patógeno 
asociado a infecciones de origen nosocomial, principal-
mente bacteriemia, infección respiratoria, del tracto 
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que son los β-lactámicos de mayor espectro, actividad,  
resistencia a las β-lactamasas y altamente potentes contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas 
cualidades hacen que sean imprescindibles en el 
tratamiento empírico donde se sospecha de un microor-
ganismo multirresistente, infecciones graves nosocomia-
les o cepas productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE). 
Los principales mecanismos de resistencia a carbapene-
mes en bacterias Gram negativas pueden surgir por 
disminución de la permeabilidad del antibiótico a través 
de la membrana externa  por disminución de la expresión 
de porinas, aumento de la expulsión activa del antibiótico 
por bombas de e�ujo o combinación de mecanismos 
como BLEE o cefalosporinasa AmpC (cromosómica o 
plasmídica) más impermeabilidad. Éstas son causas 
comunes de resistencia a carbapenemes, pero lo que 
genera mayor preocupación es la producción de enzimas 
β-lactamasa, en especial las carbapenemasas de tipo 
Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacilinasas (OXA) y 
metaloenzimas Nueva Dheli (NDM) (1-4). Estas enzimas son 
un problema de salud pública porque aumentan la 
mortalidad y la diseminación del plásmido que las codi�ca 
lo que favorece la formación de brotes nosocomiales, 
limitando las opciones terapéuticas y favoreciendo la 
aparición en los últimos años de patógenos panrresis-
tentes, es decir aquellos resistentes a todos los antibióti-
cos comercialmente disponibles frente a los que quedan 
pocas  posibilidades terapéuticas. Con la presión selectiva 
ejercida por el uso indiscriminado de los antibióticos, se 
pueden seleccionar bacterias multirresistentes (con 
resistencia a por lo menos 3 clases de antibióticos) donde 
una población de bacterias que está produciendo una 
infección y forma parte de la �ora normal,  puede coexistir 
con bacterias portadoras de algún gen de resistencia y al 
ser enfrentadas a un determinado antibiótico sobreviven, 
a su vez si estas bacterias tienen un mecanismo de 
resistencia codi�cado en un plásmido, este se puede 
transferir a otras especies de bacterias relacionadas. (5 - 10)
 Se estima que el 50%  de todos los antimicrobianos que 
se prescriben son innecesarios o se usan de manera 
inadecuada, por ejemplo en infecciones que no lo 
requieren, por la presión que ejercen los pacientes o sus 
familiares por desconocimiento, falta de pruebas apropia-
das de diagnóstico y uso con �nes no terapéuticos en 
animales destinados al consumo humano. (11)
El objetivo de este trabajo es investigar la presencia de 
mecanismos enzimáticos de resistencia a carbapenemes 
presentes en Enterobacterias multirresistentes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios del 
Hospital Córdoba en el período de Febrero – Noviembre 
de 2017.

Materiales y metodos
Estudio retrospectivo, observacional en cepas de entero-
bacterias con resistencia a carbapenemes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios que 
se atienden en nuestra Institución, hombres y mujeres 
entre 18 y 65 años de los cuales se recibe pedido médico 
en el Área de Supervisión de Microbiología del Servicio de 

Bioquímica del Hospital Córdoba durante el período 
febrero- noviembre de 2017.

Aislamiento bacteriano
Las muestras recibidas se procesaron de acuerdo al 
protocolo interno del laboratorio establecido para cada 
tipo de material.
Las pruebas de identi�cación y sensibilidad a los antimi-
crobianos se determinaron  a través de métodos automa-
tizados Vitek 2 Compact (Biomerieux, Marcy-l'Étoile 
Francia) y Phoenix 100 (Becton Dickson, EE.UU) los cuales 
se basan en la medición de versiones modi�cadas de las 
reacciones bioquímicas convencionales mediante 
sustratos cromogénicos o �uorescentes y también se 
utilizaron métodos manuales estandarizados. (12)
Para las pruebas de sensibilidad manuales se usó el 
Método de Kirby - Bauer por difusión en agar Müeller - 
Hinton (MH) y la interpretación se realizó de acuerdo a las 
Normas Clinical and Laboratory Stadards (CLSI) 2017.
Para con�rmar mecanismos de resistencia arrojados por el 
equipo o sospecha de los mismos se realizaron métodos 
manuales. Se consideraron cepas sospechosas de producir 
carbapenemasa cuándo los sistemas automatizados 
arrojaron valores de Concentraciones Inhibitorias Mínimas 
(CIM) de  ertapenem (ERT), imipenem (IMI) o meropenem 
(MEM) en el rango  resistencia según las recomendaciones 
del CLSI o que en el antibiograma manual expresaron 
resistencia a la mayoría de los antibióticos.
Las recomendaciones 2014 del Servicio de Antimicrobia-
nos del Instituto Malbrán, consta de distintos screenings 
para la sospecha de carbapenemasas, entre ellos los 
usados en este trabajo: 
Difusión: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≤22 mm, para 
Salmonella IMI (10 ug)  ≤24 mm  y para Proteus IMI (10 ug)  
≤ 22 mm y MEM (10 ug)  ≤ 27 mm.
Vitek 2C: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≥2 ug/ml + MEM 
(10 ug)  ≥1 ug/ml 
Phoenix: Klebsiella – Enterobacter - Serratia: IMI (10 ug)  ≥
2 ug/ml y otras enterobacterias: ERT (10 ug)  ≥1 ug/ml. 
A partir de estos resultados positivos se debe realizar la 
con�rmación con discos de ácido borónico 300 ug(BOR), 
cloxacilina y quelantes de Zn como el EDTA. En nuestro 
caso se utilizó BOR, EDTA y Test de Hodge modi�cado.
Para detectar  BLEE se realizaron dos técnicas manuales, 
en una se colocó un disco de Amoxicilina – clavulánico 20 
/10 ug (AMC) entre discos de Ceftazidima 30 ug (CAZ) y 
Cefotaxima 30 ug (CTX) enfrentados a 27 mm borde a 
borde, observando el efecto “huevo” entre ellos y con la 
otra técnica se determinó la diferencia de halo entre 
discos de CTX / CTX - clavulánico 30 / 10 ug y CAZ / CAZ – 
clavulánico 30 / 10 ug, una diferencia mayor a 5mm 
implica la presencia de BLEE.
 Para con�rmar la presencia de  KPC, se realizó prueba por 
difusión colocando un disco de BOR entre los discos de IMI 
y MEM enfrentados a  15mm (centro a centro) con sinergia 
positiva. También se realizó el Test de Hodge modi�cado 
con tritón que consiste en el agregado y distribución de  
50 microlitros de Triton X - 100 en la super�cie de la placa 
de MH, se colocó en estufa a  35º C hasta su absorción 
completa y posteriormente se sembró una  suspensión de 
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nación de mecanismos de resistencia BLEE + KPC, en 
E.cloacae  probable NMC-A ó IMI y en E.coli combinación 
de probable BLEE más KPC.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario saber los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar una terapia adecuada.

Introducción
La resistencia a los antibióticos es la capacidad de un 
microorganismo de resistir la acción de un antimicrobia-
no. Esta resistencia puede ser natural (intrínseca) o  
adquirida (secundaria). La intrínseca se observa en todas 
las cepas de la misma especie y/o género, es una 
característica estable y de transmisión vertical (sólo a 
células hijas). Con la resistencia adquirida las bacterias se 
tornan resistentes a un antibiótico al que previamente 
eran sensibles, ya sea por mutaciones o por intercambio 
de material genético (plásmidos o transposones), la 
transmisión  puede ser vertical u horizontal (entre 
miembros de la misma especie o diferente). 
En este trabajo se hace referencia a los carbapenemes, 

turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la cepa 
indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922) la cual se 
siembra por inundación en la placa. Se colocó en el centro 
de la placa un disco de MEM y con un ansa estéril se 
tomaron de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco de la cepa 
en estudio y se realizó una estría desde el borde del disco 
hacia la periferia de la placa, se incubó la placa en 
aerobiosis a 35 ºC durante 16 - 18 horas. El test es positivo 
cuando hay sobrecrecimiento de la cepa en estudio hasta 
el borde del disco. La sinergia de carbapenemes con 
discos de EDTA sirve para determinar la presencia de 
metalo – β - lactamasa (MBL, grupo 3). Para la misma se 
colocó el disco del quelante entre IMI y MEM a una 
distancia de 1,5 cm de borde a borde y se consideraron 
positivos los tests que muestran apertura de los halos de 
inhibición del carbapenem hacia el quelante y negativos 
aquéllos en los que solo se formen “túneles”.
El control de calidad se realiza utilizando cepas de 
referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 
25922,  Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 700603.
Los resultados fueron documentados en una base de 
datos de Excel Microsoft O�ce.

Resultados
En el período de febrero- noviembre de 2017 se obtuvo un 
total de 94 cepas de diversos materiales en donde los 
microorganismos aislados presentaron resistencia a uno o 
más carbapenemes. En la Figura I se representa la cantidad 
y tipo de muestra, observandose predominio de muestras 
de orina, obtenidas a través de catéter, nefrostomías o 
chorro medio. Figura 1. 
Dentro de los microorganismos aislados predominó Kpn, en 
segundo lugar E.cloacae y por último E.coli. En la Figura II se 
observa el nombre y número de  microorganismos aislados 
en las distintas muestras. Figura 2. 
Se evaluaron los mecanismos de resistencia de cada 
microorganismo teniendo en cuenta los resultados de las 
pruebas fenotípicas observándose que en Kpn predomina 
(58 / 83 aislamientos) el mecanismo BLEE + KPC que con�ere 
resistencia a carbapenemes. La mayoría de estos pacientes 
estaban internados en los Servicios de la Unidad de Cuidados 
Intermedios (UCI) y Unidad de Terapia Intensiva (UTI). En 3 
aislamientos se evidenció positividad conjunta en las 
sinergias con BOR y EDTA, dos de estas cepas pertenecían al 
mismo paciente y las muestras fueron de orina chorro medio 
tomadas el mismo mes. El tercer aislamiento pertenecía a 
una muestra de orina chorro medio de un paciente con 
antecedentes de Kpn KPC (+). Ambos pacientes hospitaliza-
dos y atendidos por el Servicio de Nefrología. En tres 
aislamientos (3/83) se observó sinergia en todas las pruebas, 
coexistiendo en forma probable BLEE  con KPC y con MBL. En 
la Tabla 1 se observan las resistencias antibióticas más 
relevantes. Tabla 1. 
En los resultados de pruebas fenotípicas para E.cloacae se 
observó predominio de probable NMC-A ó IMI (2 / 5 
aislamientos). Distintos pacientes, uno hospitalizado y 
otro ambulatorio. El per�l de sensibilidad se muestra en la 

Tabla 2.
Con las pruebas fenotípicas para E.coli se pudo ver que 
predominó una combinación de mecanismos de resisten-
cia, probable BLEE más KPC (3/6 aislamientos). Dos de 
ellos pertenecientes a un mismo paciente atendido por 
consultorio externo. La interpretación de la sensibidad a 
los antibióticos se puede ver en la Tabla 3.

Discusión
La detección de un paciente con infecciones producidas 
por enterobacterias resistentes a los carbapenemes (ERC) 
reduce las opciones terapéuticas y promueve el inicio de 
combinaciones de antibióticos, algunos de alta toxicidad y 
la aplicación de medidas de prevención y aislamiento de 
contacto, por lo cual su sospecha y con�rmación son 
fundamentales para reducir la mortalidad y la expansión 
de estos microorganismos. Uno de los tratamientos de 
elección es el colistin pero ya han aparecido ERC 
resistentes a éste limitando aún más el tratamiento 
óptimo. (10, 13 - 16)
En el análisis de ERC aisladas de distintos tipos de 
muestras el  microorganismo mayormente aislado fue Kpn 
(83/94 cepas ) lo que concuerda con algunos trabajos 
donde se expone que, actualmente,  Kpn KPC es la especie 
de ERC más frecuentemente encontrada. En Argentina, el 
primer caso se describe en el año 2006. (10,17)

Desde el Laboratorio de Microbiología es importante la 
detección ERC y supone un reto ya que estas enzimas 
tienen diferentes y variables grados de expresión in vitro, 
que en ocasiones generan CIM consideradas sensibles a 
algunos carbapenemes, di�cultando su detección, 
especialmente cuando se emplean sistemas automatiza-
dos. (18)  Cuando estos equipos o el antibiograma manual 
hacen sospechar de la presencia de una carbapenemasa a 
través de la sensibilidad disminuida o resistencia a las 
cefalosporinas de amplio espectro o carbapenemes o 
cepas en donde los valores de CIM de los carbapenemes 
se incrementan por encima de los correspondientes 
puntos de corte epidemiológicos (que separan las 
poblaciones salvajes de aquellas que presentan mecanis-
mos de resistencia), es necesario la con�rmación y 
diferenciación con otros mecanismos de resistencia o 
combinaciones de éstos, ya que no es igual la expresión 
de una carbapenemasa en Pseudomonas aeruginosa o en 
Acinetobacter baumannii que en E. coli, Kpn o E. cloacae. 
Cada una de estas especies tiene sus peculiaridades 
fenotípicas naturales que deben ser contempladas. (19). 
Los métodos de referencia como el ensayo espectrofo-
tométrico o biología molecular  no está siempre al alcance 
de todos los laboratorios, por lo que se han propuesto 
métodos biológicos (bioensayos) sencillos que permiten 
su detección. Dentro de los métodos usados en este 
trabajo se realizaron pruebas fenotípicas de inhibición con 
EDTA, BOR y ácido clavulánico mediante difusión en agar, 
así como el test de Hodge modi�cado con disco de MEM 
que permite una detección  mejorada de carbapenemasas 
de importancia clínica y se puede realizar en todos los 
bacilos Gram negativos. Este test a pesar de su sencillez 
tiene algunas limitaciones, posee una sensibilidad elevada 

urinario y abdominal.  La producción de carbapenemasas 
es poco frecuente en este microorganismo, aunque hay 
una creciente preocupación por su aparición y su rápida 
diseminación (41 - 44). Poseen resistencia natural a través de 
una AmpC cromosómica inducible, que normalmente 
causa resistencia a ampicilina, ampicilina - sulbactam, 
cefalotina, CTX. Pero  puede desrreprimirse sumando 
resistencia a cefalosporinas de tercera generación y AZT. 
La combinación de AmpC desreprimida (E.aerogenes,  
E.cloacae, Citrobacter freundii) más impermeabilidad 
también pueden llevar a la resistencia a carbapenemes en 
enterobacterias. (45)
En nuestro caso predominó la presencia de probable 
NMC-A ó IMI, que es una carbapenemasa  clase A de 
Ambler. 
E.coli posee  AmpC cromosómica, sin embargo la 
expresión de esta enzima es mínima debido a que este 
microorganismo carece del promotor natural (Amp-R ).En 
su forma natural o salvaje se expresa a nivel muy bajo y no 
con�ere resistencia de trascendencia clínica (46 - 48)
Lo más común dentro de sus mecanismos de resistencia 
adquiridos son las BLEE CTX-M, muy diseminadas en la 
actualidad por el mundo en enterobacterias que colonizan 
el intestino, siendo E. coli  la enterobacteria intestinal 
comensal (también  patógena) más abundante en el 
intestino.  (48 - 50) Hay pocos casos en la literatura de BLEE + 
carbapenemasas.
También se aislaron cepas con BLEE. La familia de 
Enterobacterias productoras de BLEE son una causa 
importante de infecciones nosocomiales. Dentro de este 
grupo  E. coli es causa frecuente  de infección del tracto 
urinario de la comunidad y nosocomial, mientras que 
Klebsiella spp y Enterobacter spp son causa importante  
de infecciones asociadas a la atención de la salud. Las 
localizaciones más frecuentes fueron neumonía nosoco-
mial, bacteriemia e infecciones intraabdominales. (34)
 
Conclusion
Con los resultados de las pruebas fenotípicas se observó 
que en Kpn predominó la combinación de mecanismos de 
resistencia BLEE + KPC, en E. cloacae  probable NMC-A ó 
IMI y en E.coli combinación de probable BLEE más KPC.
Cada vez es más frecuente la asociación de diferentes 
mecanismos de resistencia para la misma familia de 
antibióticos en una misma cepa. Esto hace que el per�l 
fenotípico sea difícil de interpretar y el tratamiento muy 
difícil de abordar.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario conocer los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar combinaciones terapéuticas más convenien-
tes evitando  fallas en los tratamientos y el uso indiscrimi-
nado de antibióticos y poder implementar a tiempo 
medidas de aislamiento de contacto y evitar la propa-
gación de estos microorganismos.
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pero no diferencia el tipo de carbapenemasa (no 
diferencia entre metaloenzimas y enzimas de clase 2f ) y 
se han observado resultados falsos negativos por la baja 
expresión de la carbapenemasa, sobre todo con cepas 
con MBL (como NDM - 1) y oxacilinasas. También se han 
comunicado falsos positivos con cepas productoras de 
CTX – M - 2 combinadas con impermeabilidad hasta un 
25 % de los casos y con las cepas hiperproductoras de 
AmpC. Asimismo, se ha discutido cuál es el carbapenem 
más adecuado, recomendándose la utilización de MEM y 
ERT. (20- 24)
En la guía CLSI M100 de 2018 esta prueba ha sido 
eliminada para la determinación de la producción de 
carbapenemasas en Enterobacteriaceae.
En cuanto a la sinergia con BOR,  permite inferir la 
presencia de KPC, pero tiene como gran limitación que el 
BOR inhibe también la AmpC de Enterobacter y Serratia, 
generando falsos positivos para esos microorganismos 
(aproximadamente 25 %) los cuales pueden diferenciarse 
usando discos combinados con un inhibidor de esa 
enzima como cloxacilina; en nuestro laboratorio no se 
realizó la prueba con cloxacilina por falta de insumo.
Los métodos basados en la inhibición por EDTA se utilizan 
para la detección de MBL. El EDTA es un compuesto que se 
une al centro activo de las enzimas de clase B de Ambler 
que contiene iones de Zn+2. La sensibilidad a aztreonam 
(AZT) en conjunto con resistencia a carbapenemes, sobre 
todo si se observa efecto sinérgico con EDTA, es sugestivo 
de metaloenzimas. La resistencia a AZT no descarta su 
presencia debido a la posibilidad de mecanismos 
secundarios (AmpC desrreprimida, BLEE, e�ujo). La gran 
limitación es que algunas bacterias pueden ser muy 
sensibles al EDTA (rompe las porinas) y da falsos (+) pero la 
ocurrencia de esto depende de que se produzca la MBL en 
grandes cantidades. (25)
Al realizarse las pruebas con�rmatorias con discos de BOR, 
cloxacilina y EDTA se consideran 2 posibilidades: 
a) Sensibilidad a cefalosporinas de 3º generación y 
sinergia con BOR pero no con EDTA ni con cloxacilina: 
probables enzimas del tipo Sme (Serratia marcescens), IMI 
o NMCA (Enterobacter) 
b) Resistencia a cefalosporinas de 3º generación: 
- Sinergia con BOR pero no con cloxacilina ni con EDTA: 
probable KPC 
- Sinergia con EDTA pero no con BOR  ni con cloxacilina: 
probable MBL. 
- Sinergia con BOR y con cloxacilina pero no con EDTA: 
AmpC 
- Falta de sinergia con BOR, cloxacilina y EDTA: probable 
BLEE o carbapenemasa del tipo OXA. 
Finalmente todos estos mecanismos requieren con�r-
mación molecular.  (9, 24)
La aplicación de estos métodos en la detección de MBLs 
está limitada a Kpn y E. coli, ya que no han sido sistemáti-
camente testados  en otras especies de enterobacterias. 
Kpn productora de MBL como enzima única, tiene 
resistencia a todos los betalactámicos menos a los 
monobactámicos (AZT).  (22, 26)
Algunos trabajos exponen la importacia de colocar ERT en 
el antibiograma de enterobacterias para detectar mecanis-

mos de resistencia que otros carbapenemes no detectan 
para luego indagar con las demás pruebas fenotípicas. (27)
Hay un aumento global de los casos de ERC detectados, 
principalmente  Kpn, seguida de Enterobacter spp. (18, 28) 
Esto coincide con nuestros hallazgos donde predomina 
Kpn seguida de E.coli y luego E. cloacae.
Kpn productora de carbapenemasa, es la ERC que tiene las 
tasas de morbi-mortalidad más altas, oscilando entre el 18 
y el 60 % y siendo más altas en pacientes con bacteriemia, 
internación prolongada, pacientes que recibieron 
antibióticos previamente y en pacientes críticos multi-in-
vadidos (ventilación mecánica, catéteres, etc.). El mal uso 
de los antibióticos explica, en parte, el aumento de las 
resistencias. Sólo en la primera década del milenio el 
consumo global en humanos creció el 40%. Las bacterias 
resistentes a los antibióticos son anteriores a los antibióti-
cos mismos y con el mal uso se favorece la selección de 
cepas resistentes. Se suma a esto el problema de  que la 
industria farmacéutica ha dejado de interesarse por el 
desarrollo de nuevos antibióticos, un trabajo demasiado 
costoso para la fabricación de unos medicamentos que 
quedan obsoletos en pocos años y que no generan 
su�cientes bene�cios. (29 - 32)
La KPC es codi�cada por el gen blaKPC, las más 
frecuentes son KPC-2 y KPC-3 generalmente codi�cada 
en plásmidos. Hidrolizan e�cientemente penicilinas, 
cefalosporinas, AZT, carbapenemes y no se inhiben por 
clavulánico, tazobactam o sulbactam. (32) Desde el año 
2001 se describe la aparición de KPC en varios lugares del 
mundo con un comportamiento endémico y epidémico. 
Su importancia radica en la capacidad que posee de 
trasmitir resistencia a todos los antibióticos β - lactámicos 
y a otras familias de antibióticos como aminoglucósidos 
y quinolonas limitando las opciones terapéuticas. En la 
mayoría de los casos conservan la sensibilidad a colistin y  
tigeciclina. Las medidas de detección y control de ERC 
son necesarias para limitar los casos y lograr un 
tratamiento adecuado. (34 - 39)
A pesar de que según la bibliografía la resistencia a 
carbapenemes más usual se debe a la combinación de 
BLEE más impermeabilidad o AmpC más impermeabilidad 
en nuestro caso predominó la combinación de BLEE con 
KPC que es la más complicada desde el punto de vista 
clínico. Las carbapenemasas que han emergido en nuestro 
país pertenecen a la clase  A de Ambler, grupo funcional 2f 
de Karen Bush. Estas comprenden enzimas del  tipo Sme, 
NMC A, IMI y KPC. Todas estas enzimas son inhibidas por 
ácido  clavulánico y tazobactam. A excepción de las de 
tipo KPC, hidrolizan e�cientemente IMI y MEM, penicilinas, 
cefalosporinas de primera generación y  AZT, pero no 
oximino cefalosporinas. (39, 40)
Tres casos presentaban positivismo en todas las pruebas 
fenotípicas utilizadas suponiendo la presencia simultánea 
de BLEE, KPC y MBL resultando algo inusual y complicado 
de tratar clínicamente. 
E. cloacae es un microorganismo ubicuo en la naturaleza 
que forma parte de la �ora intestinal en humanos, y en los 
últimos años se ha convertido en un importante patógeno 
asociado a infecciones de origen nosocomial, principal-
mente bacteriemia, infección respiratoria, del tracto 
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que son los β-lactámicos de mayor espectro, actividad,  
resistencia a las β-lactamasas y altamente potentes contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas 
cualidades hacen que sean imprescindibles en el 
tratamiento empírico donde se sospecha de un microor-
ganismo multirresistente, infecciones graves nosocomia-
les o cepas productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE). 
Los principales mecanismos de resistencia a carbapene-
mes en bacterias Gram negativas pueden surgir por 
disminución de la permeabilidad del antibiótico a través 
de la membrana externa  por disminución de la expresión 
de porinas, aumento de la expulsión activa del antibiótico 
por bombas de e�ujo o combinación de mecanismos 
como BLEE o cefalosporinasa AmpC (cromosómica o 
plasmídica) más impermeabilidad. Éstas son causas 
comunes de resistencia a carbapenemes, pero lo que 
genera mayor preocupación es la producción de enzimas 
β-lactamasa, en especial las carbapenemasas de tipo 
Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacilinasas (OXA) y 
metaloenzimas Nueva Dheli (NDM) (1-4). Estas enzimas son 
un problema de salud pública porque aumentan la 
mortalidad y la diseminación del plásmido que las codi�ca 
lo que favorece la formación de brotes nosocomiales, 
limitando las opciones terapéuticas y favoreciendo la 
aparición en los últimos años de patógenos panrresis-
tentes, es decir aquellos resistentes a todos los antibióti-
cos comercialmente disponibles frente a los que quedan 
pocas  posibilidades terapéuticas. Con la presión selectiva 
ejercida por el uso indiscriminado de los antibióticos, se 
pueden seleccionar bacterias multirresistentes (con 
resistencia a por lo menos 3 clases de antibióticos) donde 
una población de bacterias que está produciendo una 
infección y forma parte de la �ora normal,  puede coexistir 
con bacterias portadoras de algún gen de resistencia y al 
ser enfrentadas a un determinado antibiótico sobreviven, 
a su vez si estas bacterias tienen un mecanismo de 
resistencia codi�cado en un plásmido, este se puede 
transferir a otras especies de bacterias relacionadas. (5 - 10)
 Se estima que el 50%  de todos los antimicrobianos que 
se prescriben son innecesarios o se usan de manera 
inadecuada, por ejemplo en infecciones que no lo 
requieren, por la presión que ejercen los pacientes o sus 
familiares por desconocimiento, falta de pruebas apropia-
das de diagnóstico y uso con �nes no terapéuticos en 
animales destinados al consumo humano. (11)
El objetivo de este trabajo es investigar la presencia de 
mecanismos enzimáticos de resistencia a carbapenemes 
presentes en Enterobacterias multirresistentes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios del 
Hospital Córdoba en el período de Febrero – Noviembre 
de 2017.

Materiales y metodos
Estudio retrospectivo, observacional en cepas de entero-
bacterias con resistencia a carbapenemes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios que 
se atienden en nuestra Institución, hombres y mujeres 
entre 18 y 65 años de los cuales se recibe pedido médico 
en el Área de Supervisión de Microbiología del Servicio de 

Bioquímica del Hospital Córdoba durante el período 
febrero- noviembre de 2017.

Aislamiento bacteriano
Las muestras recibidas se procesaron de acuerdo al 
protocolo interno del laboratorio establecido para cada 
tipo de material.
Las pruebas de identi�cación y sensibilidad a los antimi-
crobianos se determinaron  a través de métodos automa-
tizados Vitek 2 Compact (Biomerieux, Marcy-l'Étoile 
Francia) y Phoenix 100 (Becton Dickson, EE.UU) los cuales 
se basan en la medición de versiones modi�cadas de las 
reacciones bioquímicas convencionales mediante 
sustratos cromogénicos o �uorescentes y también se 
utilizaron métodos manuales estandarizados. (12)
Para las pruebas de sensibilidad manuales se usó el 
Método de Kirby - Bauer por difusión en agar Müeller - 
Hinton (MH) y la interpretación se realizó de acuerdo a las 
Normas Clinical and Laboratory Stadards (CLSI) 2017.
Para con�rmar mecanismos de resistencia arrojados por el 
equipo o sospecha de los mismos se realizaron métodos 
manuales. Se consideraron cepas sospechosas de producir 
carbapenemasa cuándo los sistemas automatizados 
arrojaron valores de Concentraciones Inhibitorias Mínimas 
(CIM) de  ertapenem (ERT), imipenem (IMI) o meropenem 
(MEM) en el rango  resistencia según las recomendaciones 
del CLSI o que en el antibiograma manual expresaron 
resistencia a la mayoría de los antibióticos.
Las recomendaciones 2014 del Servicio de Antimicrobia-
nos del Instituto Malbrán, consta de distintos screenings 
para la sospecha de carbapenemasas, entre ellos los 
usados en este trabajo: 
Difusión: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≤22 mm, para 
Salmonella IMI (10 ug)  ≤24 mm  y para Proteus IMI (10 ug)  
≤ 22 mm y MEM (10 ug)  ≤ 27 mm.
Vitek 2C: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≥2 ug/ml + MEM 
(10 ug)  ≥1 ug/ml 
Phoenix: Klebsiella – Enterobacter - Serratia: IMI (10 ug)  ≥
2 ug/ml y otras enterobacterias: ERT (10 ug)  ≥1 ug/ml. 
A partir de estos resultados positivos se debe realizar la 
con�rmación con discos de ácido borónico 300 ug(BOR), 
cloxacilina y quelantes de Zn como el EDTA. En nuestro 
caso se utilizó BOR, EDTA y Test de Hodge modi�cado.
Para detectar  BLEE se realizaron dos técnicas manuales, 
en una se colocó un disco de Amoxicilina – clavulánico 20 
/10 ug (AMC) entre discos de Ceftazidima 30 ug (CAZ) y 
Cefotaxima 30 ug (CTX) enfrentados a 27 mm borde a 
borde, observando el efecto “huevo” entre ellos y con la 
otra técnica se determinó la diferencia de halo entre 
discos de CTX / CTX - clavulánico 30 / 10 ug y CAZ / CAZ – 
clavulánico 30 / 10 ug, una diferencia mayor a 5mm 
implica la presencia de BLEE.
 Para con�rmar la presencia de  KPC, se realizó prueba por 
difusión colocando un disco de BOR entre los discos de IMI 
y MEM enfrentados a  15mm (centro a centro) con sinergia 
positiva. También se realizó el Test de Hodge modi�cado 
con tritón que consiste en el agregado y distribución de  
50 microlitros de Triton X - 100 en la super�cie de la placa 
de MH, se colocó en estufa a  35º C hasta su absorción 
completa y posteriormente se sembró una  suspensión de 

nación de mecanismos de resistencia BLEE + KPC, en 
E.cloacae  probable NMC-A ó IMI y en E.coli combinación 
de probable BLEE más KPC.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario saber los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar una terapia adecuada.

Introducción
La resistencia a los antibióticos es la capacidad de un 
microorganismo de resistir la acción de un antimicrobia-
no. Esta resistencia puede ser natural (intrínseca) o  
adquirida (secundaria). La intrínseca se observa en todas 
las cepas de la misma especie y/o género, es una 
característica estable y de transmisión vertical (sólo a 
células hijas). Con la resistencia adquirida las bacterias se 
tornan resistentes a un antibiótico al que previamente 
eran sensibles, ya sea por mutaciones o por intercambio 
de material genético (plásmidos o transposones), la 
transmisión  puede ser vertical u horizontal (entre 
miembros de la misma especie o diferente). 
En este trabajo se hace referencia a los carbapenemes, 

turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la cepa 
indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922) la cual se 
siembra por inundación en la placa. Se colocó en el centro 
de la placa un disco de MEM y con un ansa estéril se 
tomaron de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco de la cepa 
en estudio y se realizó una estría desde el borde del disco 
hacia la periferia de la placa, se incubó la placa en 
aerobiosis a 35 ºC durante 16 - 18 horas. El test es positivo 
cuando hay sobrecrecimiento de la cepa en estudio hasta 
el borde del disco. La sinergia de carbapenemes con 
discos de EDTA sirve para determinar la presencia de 
metalo – β - lactamasa (MBL, grupo 3). Para la misma se 
colocó el disco del quelante entre IMI y MEM a una 
distancia de 1,5 cm de borde a borde y se consideraron 
positivos los tests que muestran apertura de los halos de 
inhibición del carbapenem hacia el quelante y negativos 
aquéllos en los que solo se formen “túneles”.
El control de calidad se realiza utilizando cepas de 
referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 
25922,  Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 700603.
Los resultados fueron documentados en una base de 
datos de Excel Microsoft O�ce.

Resultados
En el período de febrero- noviembre de 2017 se obtuvo un 
total de 94 cepas de diversos materiales en donde los 
microorganismos aislados presentaron resistencia a uno o 
más carbapenemes. En la Figura I se representa la cantidad 
y tipo de muestra, observandose predominio de muestras 
de orina, obtenidas a través de catéter, nefrostomías o 
chorro medio. Figura 1. 
Dentro de los microorganismos aislados predominó Kpn, en 
segundo lugar E.cloacae y por último E.coli. En la Figura II se 
observa el nombre y número de  microorganismos aislados 
en las distintas muestras. Figura 2. 
Se evaluaron los mecanismos de resistencia de cada 
microorganismo teniendo en cuenta los resultados de las 
pruebas fenotípicas observándose que en Kpn predomina 
(58 / 83 aislamientos) el mecanismo BLEE + KPC que con�ere 
resistencia a carbapenemes. La mayoría de estos pacientes 
estaban internados en los Servicios de la Unidad de Cuidados 
Intermedios (UCI) y Unidad de Terapia Intensiva (UTI). En 3 
aislamientos se evidenció positividad conjunta en las 
sinergias con BOR y EDTA, dos de estas cepas pertenecían al 
mismo paciente y las muestras fueron de orina chorro medio 
tomadas el mismo mes. El tercer aislamiento pertenecía a 
una muestra de orina chorro medio de un paciente con 
antecedentes de Kpn KPC (+). Ambos pacientes hospitaliza-
dos y atendidos por el Servicio de Nefrología. En tres 
aislamientos (3/83) se observó sinergia en todas las pruebas, 
coexistiendo en forma probable BLEE  con KPC y con MBL. En 
la Tabla 1 se observan las resistencias antibióticas más 
relevantes. Tabla 1. 
En los resultados de pruebas fenotípicas para E.cloacae se 
observó predominio de probable NMC-A ó IMI (2 / 5 
aislamientos). Distintos pacientes, uno hospitalizado y 
otro ambulatorio. El per�l de sensibilidad se muestra en la 

Tabla 2.
Con las pruebas fenotípicas para E.coli se pudo ver que 
predominó una combinación de mecanismos de resisten-
cia, probable BLEE más KPC (3/6 aislamientos). Dos de 
ellos pertenecientes a un mismo paciente atendido por 
consultorio externo. La interpretación de la sensibidad a 
los antibióticos se puede ver en la Tabla 3.

Discusión
La detección de un paciente con infecciones producidas 
por enterobacterias resistentes a los carbapenemes (ERC) 
reduce las opciones terapéuticas y promueve el inicio de 
combinaciones de antibióticos, algunos de alta toxicidad y 
la aplicación de medidas de prevención y aislamiento de 
contacto, por lo cual su sospecha y con�rmación son 
fundamentales para reducir la mortalidad y la expansión 
de estos microorganismos. Uno de los tratamientos de 
elección es el colistin pero ya han aparecido ERC 
resistentes a éste limitando aún más el tratamiento 
óptimo. (10, 13 - 16)
En el análisis de ERC aisladas de distintos tipos de 
muestras el  microorganismo mayormente aislado fue Kpn 
(83/94 cepas ) lo que concuerda con algunos trabajos 
donde se expone que, actualmente,  Kpn KPC es la especie 
de ERC más frecuentemente encontrada. En Argentina, el 
primer caso se describe en el año 2006. (10,17)

Desde el Laboratorio de Microbiología es importante la 
detección ERC y supone un reto ya que estas enzimas 
tienen diferentes y variables grados de expresión in vitro, 
que en ocasiones generan CIM consideradas sensibles a 
algunos carbapenemes, di�cultando su detección, 
especialmente cuando se emplean sistemas automatiza-
dos. (18)  Cuando estos equipos o el antibiograma manual 
hacen sospechar de la presencia de una carbapenemasa a 
través de la sensibilidad disminuida o resistencia a las 
cefalosporinas de amplio espectro o carbapenemes o 
cepas en donde los valores de CIM de los carbapenemes 
se incrementan por encima de los correspondientes 
puntos de corte epidemiológicos (que separan las 
poblaciones salvajes de aquellas que presentan mecanis-
mos de resistencia), es necesario la con�rmación y 
diferenciación con otros mecanismos de resistencia o 
combinaciones de éstos, ya que no es igual la expresión 
de una carbapenemasa en Pseudomonas aeruginosa o en 
Acinetobacter baumannii que en E. coli, Kpn o E. cloacae. 
Cada una de estas especies tiene sus peculiaridades 
fenotípicas naturales que deben ser contempladas. (19). 
Los métodos de referencia como el ensayo espectrofo-
tométrico o biología molecular  no está siempre al alcance 
de todos los laboratorios, por lo que se han propuesto 
métodos biológicos (bioensayos) sencillos que permiten 
su detección. Dentro de los métodos usados en este 
trabajo se realizaron pruebas fenotípicas de inhibición con 
EDTA, BOR y ácido clavulánico mediante difusión en agar, 
así como el test de Hodge modi�cado con disco de MEM 
que permite una detección  mejorada de carbapenemasas 
de importancia clínica y se puede realizar en todos los 
bacilos Gram negativos. Este test a pesar de su sencillez 
tiene algunas limitaciones, posee una sensibilidad elevada 

urinario y abdominal.  La producción de carbapenemasas 
es poco frecuente en este microorganismo, aunque hay 
una creciente preocupación por su aparición y su rápida 
diseminación (41 - 44). Poseen resistencia natural a través de 
una AmpC cromosómica inducible, que normalmente 
causa resistencia a ampicilina, ampicilina - sulbactam, 
cefalotina, CTX. Pero  puede desrreprimirse sumando 
resistencia a cefalosporinas de tercera generación y AZT. 
La combinación de AmpC desreprimida (E.aerogenes,  
E.cloacae, Citrobacter freundii) más impermeabilidad 
también pueden llevar a la resistencia a carbapenemes en 
enterobacterias. (45)
En nuestro caso predominó la presencia de probable 
NMC-A ó IMI, que es una carbapenemasa  clase A de 
Ambler. 
E.coli posee  AmpC cromosómica, sin embargo la 
expresión de esta enzima es mínima debido a que este 
microorganismo carece del promotor natural (Amp-R ).En 
su forma natural o salvaje se expresa a nivel muy bajo y no 
con�ere resistencia de trascendencia clínica (46 - 48)
Lo más común dentro de sus mecanismos de resistencia 
adquiridos son las BLEE CTX-M, muy diseminadas en la 
actualidad por el mundo en enterobacterias que colonizan 
el intestino, siendo E. coli  la enterobacteria intestinal 
comensal (también  patógena) más abundante en el 
intestino.  (48 - 50) Hay pocos casos en la literatura de BLEE + 
carbapenemasas.
También se aislaron cepas con BLEE. La familia de 
Enterobacterias productoras de BLEE son una causa 
importante de infecciones nosocomiales. Dentro de este 
grupo  E. coli es causa frecuente  de infección del tracto 
urinario de la comunidad y nosocomial, mientras que 
Klebsiella spp y Enterobacter spp son causa importante  
de infecciones asociadas a la atención de la salud. Las 
localizaciones más frecuentes fueron neumonía nosoco-
mial, bacteriemia e infecciones intraabdominales. (34)
 
Conclusion
Con los resultados de las pruebas fenotípicas se observó 
que en Kpn predominó la combinación de mecanismos de 
resistencia BLEE + KPC, en E. cloacae  probable NMC-A ó 
IMI y en E.coli combinación de probable BLEE más KPC.
Cada vez es más frecuente la asociación de diferentes 
mecanismos de resistencia para la misma familia de 
antibióticos en una misma cepa. Esto hace que el per�l 
fenotípico sea difícil de interpretar y el tratamiento muy 
difícil de abordar.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario conocer los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar combinaciones terapéuticas más convenien-
tes evitando  fallas en los tratamientos y el uso indiscrimi-
nado de antibióticos y poder implementar a tiempo 
medidas de aislamiento de contacto y evitar la propa-
gación de estos microorganismos.
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pero no diferencia el tipo de carbapenemasa (no 
diferencia entre metaloenzimas y enzimas de clase 2f ) y 
se han observado resultados falsos negativos por la baja 
expresión de la carbapenemasa, sobre todo con cepas 
con MBL (como NDM - 1) y oxacilinasas. También se han 
comunicado falsos positivos con cepas productoras de 
CTX – M - 2 combinadas con impermeabilidad hasta un 
25 % de los casos y con las cepas hiperproductoras de 
AmpC. Asimismo, se ha discutido cuál es el carbapenem 
más adecuado, recomendándose la utilización de MEM y 
ERT. (20- 24)
En la guía CLSI M100 de 2018 esta prueba ha sido 
eliminada para la determinación de la producción de 
carbapenemasas en Enterobacteriaceae.
En cuanto a la sinergia con BOR,  permite inferir la 
presencia de KPC, pero tiene como gran limitación que el 
BOR inhibe también la AmpC de Enterobacter y Serratia, 
generando falsos positivos para esos microorganismos 
(aproximadamente 25 %) los cuales pueden diferenciarse 
usando discos combinados con un inhibidor de esa 
enzima como cloxacilina; en nuestro laboratorio no se 
realizó la prueba con cloxacilina por falta de insumo.
Los métodos basados en la inhibición por EDTA se utilizan 
para la detección de MBL. El EDTA es un compuesto que se 
une al centro activo de las enzimas de clase B de Ambler 
que contiene iones de Zn+2. La sensibilidad a aztreonam 
(AZT) en conjunto con resistencia a carbapenemes, sobre 
todo si se observa efecto sinérgico con EDTA, es sugestivo 
de metaloenzimas. La resistencia a AZT no descarta su 
presencia debido a la posibilidad de mecanismos 
secundarios (AmpC desrreprimida, BLEE, e�ujo). La gran 
limitación es que algunas bacterias pueden ser muy 
sensibles al EDTA (rompe las porinas) y da falsos (+) pero la 
ocurrencia de esto depende de que se produzca la MBL en 
grandes cantidades. (25)
Al realizarse las pruebas con�rmatorias con discos de BOR, 
cloxacilina y EDTA se consideran 2 posibilidades: 
a) Sensibilidad a cefalosporinas de 3º generación y 
sinergia con BOR pero no con EDTA ni con cloxacilina: 
probables enzimas del tipo Sme (Serratia marcescens), IMI 
o NMCA (Enterobacter) 
b) Resistencia a cefalosporinas de 3º generación: 
- Sinergia con BOR pero no con cloxacilina ni con EDTA: 
probable KPC 
- Sinergia con EDTA pero no con BOR  ni con cloxacilina: 
probable MBL. 
- Sinergia con BOR y con cloxacilina pero no con EDTA: 
AmpC 
- Falta de sinergia con BOR, cloxacilina y EDTA: probable 
BLEE o carbapenemasa del tipo OXA. 
Finalmente todos estos mecanismos requieren con�r-
mación molecular.  (9, 24)
La aplicación de estos métodos en la detección de MBLs 
está limitada a Kpn y E. coli, ya que no han sido sistemáti-
camente testados  en otras especies de enterobacterias. 
Kpn productora de MBL como enzima única, tiene 
resistencia a todos los betalactámicos menos a los 
monobactámicos (AZT).  (22, 26)
Algunos trabajos exponen la importacia de colocar ERT en 
el antibiograma de enterobacterias para detectar mecanis-

mos de resistencia que otros carbapenemes no detectan 
para luego indagar con las demás pruebas fenotípicas. (27)
Hay un aumento global de los casos de ERC detectados, 
principalmente  Kpn, seguida de Enterobacter spp. (18, 28) 
Esto coincide con nuestros hallazgos donde predomina 
Kpn seguida de E.coli y luego E. cloacae.
Kpn productora de carbapenemasa, es la ERC que tiene las 
tasas de morbi-mortalidad más altas, oscilando entre el 18 
y el 60 % y siendo más altas en pacientes con bacteriemia, 
internación prolongada, pacientes que recibieron 
antibióticos previamente y en pacientes críticos multi-in-
vadidos (ventilación mecánica, catéteres, etc.). El mal uso 
de los antibióticos explica, en parte, el aumento de las 
resistencias. Sólo en la primera década del milenio el 
consumo global en humanos creció el 40%. Las bacterias 
resistentes a los antibióticos son anteriores a los antibióti-
cos mismos y con el mal uso se favorece la selección de 
cepas resistentes. Se suma a esto el problema de  que la 
industria farmacéutica ha dejado de interesarse por el 
desarrollo de nuevos antibióticos, un trabajo demasiado 
costoso para la fabricación de unos medicamentos que 
quedan obsoletos en pocos años y que no generan 
su�cientes bene�cios. (29 - 32)
La KPC es codi�cada por el gen blaKPC, las más 
frecuentes son KPC-2 y KPC-3 generalmente codi�cada 
en plásmidos. Hidrolizan e�cientemente penicilinas, 
cefalosporinas, AZT, carbapenemes y no se inhiben por 
clavulánico, tazobactam o sulbactam. (32) Desde el año 
2001 se describe la aparición de KPC en varios lugares del 
mundo con un comportamiento endémico y epidémico. 
Su importancia radica en la capacidad que posee de 
trasmitir resistencia a todos los antibióticos β - lactámicos 
y a otras familias de antibióticos como aminoglucósidos 
y quinolonas limitando las opciones terapéuticas. En la 
mayoría de los casos conservan la sensibilidad a colistin y  
tigeciclina. Las medidas de detección y control de ERC 
son necesarias para limitar los casos y lograr un 
tratamiento adecuado. (34 - 39)
A pesar de que según la bibliografía la resistencia a 
carbapenemes más usual se debe a la combinación de 
BLEE más impermeabilidad o AmpC más impermeabilidad 
en nuestro caso predominó la combinación de BLEE con 
KPC que es la más complicada desde el punto de vista 
clínico. Las carbapenemasas que han emergido en nuestro 
país pertenecen a la clase  A de Ambler, grupo funcional 2f 
de Karen Bush. Estas comprenden enzimas del  tipo Sme, 
NMC A, IMI y KPC. Todas estas enzimas son inhibidas por 
ácido  clavulánico y tazobactam. A excepción de las de 
tipo KPC, hidrolizan e�cientemente IMI y MEM, penicilinas, 
cefalosporinas de primera generación y  AZT, pero no 
oximino cefalosporinas. (39, 40)
Tres casos presentaban positivismo en todas las pruebas 
fenotípicas utilizadas suponiendo la presencia simultánea 
de BLEE, KPC y MBL resultando algo inusual y complicado 
de tratar clínicamente. 
E. cloacae es un microorganismo ubicuo en la naturaleza 
que forma parte de la �ora intestinal en humanos, y en los 
últimos años se ha convertido en un importante patógeno 
asociado a infecciones de origen nosocomial, principal-
mente bacteriemia, infección respiratoria, del tracto 
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que son los β-lactámicos de mayor espectro, actividad,  
resistencia a las β-lactamasas y altamente potentes contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas 
cualidades hacen que sean imprescindibles en el 
tratamiento empírico donde se sospecha de un microor-
ganismo multirresistente, infecciones graves nosocomia-
les o cepas productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE). 
Los principales mecanismos de resistencia a carbapene-
mes en bacterias Gram negativas pueden surgir por 
disminución de la permeabilidad del antibiótico a través 
de la membrana externa  por disminución de la expresión 
de porinas, aumento de la expulsión activa del antibiótico 
por bombas de e�ujo o combinación de mecanismos 
como BLEE o cefalosporinasa AmpC (cromosómica o 
plasmídica) más impermeabilidad. Éstas son causas 
comunes de resistencia a carbapenemes, pero lo que 
genera mayor preocupación es la producción de enzimas 
β-lactamasa, en especial las carbapenemasas de tipo 
Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacilinasas (OXA) y 
metaloenzimas Nueva Dheli (NDM) (1-4). Estas enzimas son 
un problema de salud pública porque aumentan la 
mortalidad y la diseminación del plásmido que las codi�ca 
lo que favorece la formación de brotes nosocomiales, 
limitando las opciones terapéuticas y favoreciendo la 
aparición en los últimos años de patógenos panrresis-
tentes, es decir aquellos resistentes a todos los antibióti-
cos comercialmente disponibles frente a los que quedan 
pocas  posibilidades terapéuticas. Con la presión selectiva 
ejercida por el uso indiscriminado de los antibióticos, se 
pueden seleccionar bacterias multirresistentes (con 
resistencia a por lo menos 3 clases de antibióticos) donde 
una población de bacterias que está produciendo una 
infección y forma parte de la �ora normal,  puede coexistir 
con bacterias portadoras de algún gen de resistencia y al 
ser enfrentadas a un determinado antibiótico sobreviven, 
a su vez si estas bacterias tienen un mecanismo de 
resistencia codi�cado en un plásmido, este se puede 
transferir a otras especies de bacterias relacionadas. (5 - 10)
 Se estima que el 50%  de todos los antimicrobianos que 
se prescriben son innecesarios o se usan de manera 
inadecuada, por ejemplo en infecciones que no lo 
requieren, por la presión que ejercen los pacientes o sus 
familiares por desconocimiento, falta de pruebas apropia-
das de diagnóstico y uso con �nes no terapéuticos en 
animales destinados al consumo humano. (11)
El objetivo de este trabajo es investigar la presencia de 
mecanismos enzimáticos de resistencia a carbapenemes 
presentes en Enterobacterias multirresistentes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios del 
Hospital Córdoba en el período de Febrero – Noviembre 
de 2017.

Materiales y metodos
Estudio retrospectivo, observacional en cepas de entero-
bacterias con resistencia a carbapenemes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios que 
se atienden en nuestra Institución, hombres y mujeres 
entre 18 y 65 años de los cuales se recibe pedido médico 
en el Área de Supervisión de Microbiología del Servicio de 

Bioquímica del Hospital Córdoba durante el período 
febrero- noviembre de 2017.

Aislamiento bacteriano
Las muestras recibidas se procesaron de acuerdo al 
protocolo interno del laboratorio establecido para cada 
tipo de material.
Las pruebas de identi�cación y sensibilidad a los antimi-
crobianos se determinaron  a través de métodos automa-
tizados Vitek 2 Compact (Biomerieux, Marcy-l'Étoile 
Francia) y Phoenix 100 (Becton Dickson, EE.UU) los cuales 
se basan en la medición de versiones modi�cadas de las 
reacciones bioquímicas convencionales mediante 
sustratos cromogénicos o �uorescentes y también se 
utilizaron métodos manuales estandarizados. (12)
Para las pruebas de sensibilidad manuales se usó el 
Método de Kirby - Bauer por difusión en agar Müeller - 
Hinton (MH) y la interpretación se realizó de acuerdo a las 
Normas Clinical and Laboratory Stadards (CLSI) 2017.
Para con�rmar mecanismos de resistencia arrojados por el 
equipo o sospecha de los mismos se realizaron métodos 
manuales. Se consideraron cepas sospechosas de producir 
carbapenemasa cuándo los sistemas automatizados 
arrojaron valores de Concentraciones Inhibitorias Mínimas 
(CIM) de  ertapenem (ERT), imipenem (IMI) o meropenem 
(MEM) en el rango  resistencia según las recomendaciones 
del CLSI o que en el antibiograma manual expresaron 
resistencia a la mayoría de los antibióticos.
Las recomendaciones 2014 del Servicio de Antimicrobia-
nos del Instituto Malbrán, consta de distintos screenings 
para la sospecha de carbapenemasas, entre ellos los 
usados en este trabajo: 
Difusión: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≤22 mm, para 
Salmonella IMI (10 ug)  ≤24 mm  y para Proteus IMI (10 ug)  
≤ 22 mm y MEM (10 ug)  ≤ 27 mm.
Vitek 2C: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≥2 ug/ml + MEM 
(10 ug)  ≥1 ug/ml 
Phoenix: Klebsiella – Enterobacter - Serratia: IMI (10 ug)  ≥
2 ug/ml y otras enterobacterias: ERT (10 ug)  ≥1 ug/ml. 
A partir de estos resultados positivos se debe realizar la 
con�rmación con discos de ácido borónico 300 ug(BOR), 
cloxacilina y quelantes de Zn como el EDTA. En nuestro 
caso se utilizó BOR, EDTA y Test de Hodge modi�cado.
Para detectar  BLEE se realizaron dos técnicas manuales, 
en una se colocó un disco de Amoxicilina – clavulánico 20 
/10 ug (AMC) entre discos de Ceftazidima 30 ug (CAZ) y 
Cefotaxima 30 ug (CTX) enfrentados a 27 mm borde a 
borde, observando el efecto “huevo” entre ellos y con la 
otra técnica se determinó la diferencia de halo entre 
discos de CTX / CTX - clavulánico 30 / 10 ug y CAZ / CAZ – 
clavulánico 30 / 10 ug, una diferencia mayor a 5mm 
implica la presencia de BLEE.
 Para con�rmar la presencia de  KPC, se realizó prueba por 
difusión colocando un disco de BOR entre los discos de IMI 
y MEM enfrentados a  15mm (centro a centro) con sinergia 
positiva. También se realizó el Test de Hodge modi�cado 
con tritón que consiste en el agregado y distribución de  
50 microlitros de Triton X - 100 en la super�cie de la placa 
de MH, se colocó en estufa a  35º C hasta su absorción 
completa y posteriormente se sembró una  suspensión de 

nación de mecanismos de resistencia BLEE + KPC, en 
E.cloacae  probable NMC-A ó IMI y en E.coli combinación 
de probable BLEE más KPC.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario saber los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar una terapia adecuada.

Introducción
La resistencia a los antibióticos es la capacidad de un 
microorganismo de resistir la acción de un antimicrobia-
no. Esta resistencia puede ser natural (intrínseca) o  
adquirida (secundaria). La intrínseca se observa en todas 
las cepas de la misma especie y/o género, es una 
característica estable y de transmisión vertical (sólo a 
células hijas). Con la resistencia adquirida las bacterias se 
tornan resistentes a un antibiótico al que previamente 
eran sensibles, ya sea por mutaciones o por intercambio 
de material genético (plásmidos o transposones), la 
transmisión  puede ser vertical u horizontal (entre 
miembros de la misma especie o diferente). 
En este trabajo se hace referencia a los carbapenemes, 
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turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la cepa 
indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922) la cual se 
siembra por inundación en la placa. Se colocó en el centro 
de la placa un disco de MEM y con un ansa estéril se 
tomaron de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco de la cepa 
en estudio y se realizó una estría desde el borde del disco 
hacia la periferia de la placa, se incubó la placa en 
aerobiosis a 35 ºC durante 16 - 18 horas. El test es positivo 
cuando hay sobrecrecimiento de la cepa en estudio hasta 
el borde del disco. La sinergia de carbapenemes con 
discos de EDTA sirve para determinar la presencia de 
metalo – β - lactamasa (MBL, grupo 3). Para la misma se 
colocó el disco del quelante entre IMI y MEM a una 
distancia de 1,5 cm de borde a borde y se consideraron 
positivos los tests que muestran apertura de los halos de 
inhibición del carbapenem hacia el quelante y negativos 
aquéllos en los que solo se formen “túneles”.
El control de calidad se realiza utilizando cepas de 
referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 
25922,  Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 700603.
Los resultados fueron documentados en una base de 
datos de Excel Microsoft O�ce.

Resultados
En el período de febrero- noviembre de 2017 se obtuvo un 
total de 94 cepas de diversos materiales en donde los 
microorganismos aislados presentaron resistencia a uno o 
más carbapenemes. En la Figura I se representa la cantidad 
y tipo de muestra, observandose predominio de muestras 
de orina, obtenidas a través de catéter, nefrostomías o 
chorro medio. Figura 1. 
Dentro de los microorganismos aislados predominó Kpn, en 
segundo lugar E.cloacae y por último E.coli. En la Figura II se 
observa el nombre y número de  microorganismos aislados 
en las distintas muestras. Figura 2. 
Se evaluaron los mecanismos de resistencia de cada 
microorganismo teniendo en cuenta los resultados de las 
pruebas fenotípicas observándose que en Kpn predomina 
(58 / 83 aislamientos) el mecanismo BLEE + KPC que con�ere 
resistencia a carbapenemes. La mayoría de estos pacientes 
estaban internados en los Servicios de la Unidad de Cuidados 
Intermedios (UCI) y Unidad de Terapia Intensiva (UTI). En 3 
aislamientos se evidenció positividad conjunta en las 
sinergias con BOR y EDTA, dos de estas cepas pertenecían al 
mismo paciente y las muestras fueron de orina chorro medio 
tomadas el mismo mes. El tercer aislamiento pertenecía a 
una muestra de orina chorro medio de un paciente con 
antecedentes de Kpn KPC (+). Ambos pacientes hospitaliza-
dos y atendidos por el Servicio de Nefrología. En tres 
aislamientos (3/83) se observó sinergia en todas las pruebas, 
coexistiendo en forma probable BLEE  con KPC y con MBL. En 
la Tabla 1 se observan las resistencias antibióticas más 
relevantes. Tabla 1. 
En los resultados de pruebas fenotípicas para E.cloacae se 
observó predominio de probable NMC-A ó IMI (2 / 5 
aislamientos). Distintos pacientes, uno hospitalizado y 
otro ambulatorio. El per�l de sensibilidad se muestra en la 

Tabla 2.
Con las pruebas fenotípicas para E.coli se pudo ver que 
predominó una combinación de mecanismos de resisten-
cia, probable BLEE más KPC (3/6 aislamientos). Dos de 
ellos pertenecientes a un mismo paciente atendido por 
consultorio externo. La interpretación de la sensibidad a 
los antibióticos se puede ver en la Tabla 3.

Discusión
La detección de un paciente con infecciones producidas 
por enterobacterias resistentes a los carbapenemes (ERC) 
reduce las opciones terapéuticas y promueve el inicio de 
combinaciones de antibióticos, algunos de alta toxicidad y 
la aplicación de medidas de prevención y aislamiento de 
contacto, por lo cual su sospecha y con�rmación son 
fundamentales para reducir la mortalidad y la expansión 
de estos microorganismos. Uno de los tratamientos de 
elección es el colistin pero ya han aparecido ERC 
resistentes a éste limitando aún más el tratamiento 
óptimo. (10, 13 - 16)
En el análisis de ERC aisladas de distintos tipos de 
muestras el  microorganismo mayormente aislado fue Kpn 
(83/94 cepas ) lo que concuerda con algunos trabajos 
donde se expone que, actualmente,  Kpn KPC es la especie 
de ERC más frecuentemente encontrada. En Argentina, el 
primer caso se describe en el año 2006. (10,17)

Desde el Laboratorio de Microbiología es importante la 
detección ERC y supone un reto ya que estas enzimas 
tienen diferentes y variables grados de expresión in vitro, 
que en ocasiones generan CIM consideradas sensibles a 
algunos carbapenemes, di�cultando su detección, 
especialmente cuando se emplean sistemas automatiza-
dos. (18)  Cuando estos equipos o el antibiograma manual 
hacen sospechar de la presencia de una carbapenemasa a 
través de la sensibilidad disminuida o resistencia a las 
cefalosporinas de amplio espectro o carbapenemes o 
cepas en donde los valores de CIM de los carbapenemes 
se incrementan por encima de los correspondientes 
puntos de corte epidemiológicos (que separan las 
poblaciones salvajes de aquellas que presentan mecanis-
mos de resistencia), es necesario la con�rmación y 
diferenciación con otros mecanismos de resistencia o 
combinaciones de éstos, ya que no es igual la expresión 
de una carbapenemasa en Pseudomonas aeruginosa o en 
Acinetobacter baumannii que en E. coli, Kpn o E. cloacae. 
Cada una de estas especies tiene sus peculiaridades 
fenotípicas naturales que deben ser contempladas. (19). 
Los métodos de referencia como el ensayo espectrofo-
tométrico o biología molecular  no está siempre al alcance 
de todos los laboratorios, por lo que se han propuesto 
métodos biológicos (bioensayos) sencillos que permiten 
su detección. Dentro de los métodos usados en este 
trabajo se realizaron pruebas fenotípicas de inhibición con 
EDTA, BOR y ácido clavulánico mediante difusión en agar, 
así como el test de Hodge modi�cado con disco de MEM 
que permite una detección  mejorada de carbapenemasas 
de importancia clínica y se puede realizar en todos los 
bacilos Gram negativos. Este test a pesar de su sencillez 
tiene algunas limitaciones, posee una sensibilidad elevada 

urinario y abdominal.  La producción de carbapenemasas 
es poco frecuente en este microorganismo, aunque hay 
una creciente preocupación por su aparición y su rápida 
diseminación (41 - 44). Poseen resistencia natural a través de 
una AmpC cromosómica inducible, que normalmente 
causa resistencia a ampicilina, ampicilina - sulbactam, 
cefalotina, CTX. Pero  puede desrreprimirse sumando 
resistencia a cefalosporinas de tercera generación y AZT. 
La combinación de AmpC desreprimida (E.aerogenes,  
E.cloacae, Citrobacter freundii) más impermeabilidad 
también pueden llevar a la resistencia a carbapenemes en 
enterobacterias. (45)
En nuestro caso predominó la presencia de probable 
NMC-A ó IMI, que es una carbapenemasa  clase A de 
Ambler. 
E.coli posee  AmpC cromosómica, sin embargo la 
expresión de esta enzima es mínima debido a que este 
microorganismo carece del promotor natural (Amp-R ).En 
su forma natural o salvaje se expresa a nivel muy bajo y no 
con�ere resistencia de trascendencia clínica (46 - 48)
Lo más común dentro de sus mecanismos de resistencia 
adquiridos son las BLEE CTX-M, muy diseminadas en la 
actualidad por el mundo en enterobacterias que colonizan 
el intestino, siendo E. coli  la enterobacteria intestinal 
comensal (también  patógena) más abundante en el 
intestino.  (48 - 50) Hay pocos casos en la literatura de BLEE + 
carbapenemasas.
También se aislaron cepas con BLEE. La familia de 
Enterobacterias productoras de BLEE son una causa 
importante de infecciones nosocomiales. Dentro de este 
grupo  E. coli es causa frecuente  de infección del tracto 
urinario de la comunidad y nosocomial, mientras que 
Klebsiella spp y Enterobacter spp son causa importante  
de infecciones asociadas a la atención de la salud. Las 
localizaciones más frecuentes fueron neumonía nosoco-
mial, bacteriemia e infecciones intraabdominales. (34)
 
Conclusion
Con los resultados de las pruebas fenotípicas se observó 
que en Kpn predominó la combinación de mecanismos de 
resistencia BLEE + KPC, en E. cloacae  probable NMC-A ó 
IMI y en E.coli combinación de probable BLEE más KPC.
Cada vez es más frecuente la asociación de diferentes 
mecanismos de resistencia para la misma familia de 
antibióticos en una misma cepa. Esto hace que el per�l 
fenotípico sea difícil de interpretar y el tratamiento muy 
difícil de abordar.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario conocer los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar combinaciones terapéuticas más convenien-
tes evitando  fallas en los tratamientos y el uso indiscrimi-
nado de antibióticos y poder implementar a tiempo 
medidas de aislamiento de contacto y evitar la propa-
gación de estos microorganismos.
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pero no diferencia el tipo de carbapenemasa (no 
diferencia entre metaloenzimas y enzimas de clase 2f ) y 
se han observado resultados falsos negativos por la baja 
expresión de la carbapenemasa, sobre todo con cepas 
con MBL (como NDM - 1) y oxacilinasas. También se han 
comunicado falsos positivos con cepas productoras de 
CTX – M - 2 combinadas con impermeabilidad hasta un 
25 % de los casos y con las cepas hiperproductoras de 
AmpC. Asimismo, se ha discutido cuál es el carbapenem 
más adecuado, recomendándose la utilización de MEM y 
ERT. (20- 24)
En la guía CLSI M100 de 2018 esta prueba ha sido 
eliminada para la determinación de la producción de 
carbapenemasas en Enterobacteriaceae.
En cuanto a la sinergia con BOR,  permite inferir la 
presencia de KPC, pero tiene como gran limitación que el 
BOR inhibe también la AmpC de Enterobacter y Serratia, 
generando falsos positivos para esos microorganismos 
(aproximadamente 25 %) los cuales pueden diferenciarse 
usando discos combinados con un inhibidor de esa 
enzima como cloxacilina; en nuestro laboratorio no se 
realizó la prueba con cloxacilina por falta de insumo.
Los métodos basados en la inhibición por EDTA se utilizan 
para la detección de MBL. El EDTA es un compuesto que se 
une al centro activo de las enzimas de clase B de Ambler 
que contiene iones de Zn+2. La sensibilidad a aztreonam 
(AZT) en conjunto con resistencia a carbapenemes, sobre 
todo si se observa efecto sinérgico con EDTA, es sugestivo 
de metaloenzimas. La resistencia a AZT no descarta su 
presencia debido a la posibilidad de mecanismos 
secundarios (AmpC desrreprimida, BLEE, e�ujo). La gran 
limitación es que algunas bacterias pueden ser muy 
sensibles al EDTA (rompe las porinas) y da falsos (+) pero la 
ocurrencia de esto depende de que se produzca la MBL en 
grandes cantidades. (25)
Al realizarse las pruebas con�rmatorias con discos de BOR, 
cloxacilina y EDTA se consideran 2 posibilidades: 
a) Sensibilidad a cefalosporinas de 3º generación y 
sinergia con BOR pero no con EDTA ni con cloxacilina: 
probables enzimas del tipo Sme (Serratia marcescens), IMI 
o NMCA (Enterobacter) 
b) Resistencia a cefalosporinas de 3º generación: 
- Sinergia con BOR pero no con cloxacilina ni con EDTA: 
probable KPC 
- Sinergia con EDTA pero no con BOR  ni con cloxacilina: 
probable MBL. 
- Sinergia con BOR y con cloxacilina pero no con EDTA: 
AmpC 
- Falta de sinergia con BOR, cloxacilina y EDTA: probable 
BLEE o carbapenemasa del tipo OXA. 
Finalmente todos estos mecanismos requieren con�r-
mación molecular.  (9, 24)
La aplicación de estos métodos en la detección de MBLs 
está limitada a Kpn y E. coli, ya que no han sido sistemáti-
camente testados  en otras especies de enterobacterias. 
Kpn productora de MBL como enzima única, tiene 
resistencia a todos los betalactámicos menos a los 
monobactámicos (AZT).  (22, 26)
Algunos trabajos exponen la importacia de colocar ERT en 
el antibiograma de enterobacterias para detectar mecanis-

mos de resistencia que otros carbapenemes no detectan 
para luego indagar con las demás pruebas fenotípicas. (27)
Hay un aumento global de los casos de ERC detectados, 
principalmente  Kpn, seguida de Enterobacter spp. (18, 28) 
Esto coincide con nuestros hallazgos donde predomina 
Kpn seguida de E.coli y luego E. cloacae.
Kpn productora de carbapenemasa, es la ERC que tiene las 
tasas de morbi-mortalidad más altas, oscilando entre el 18 
y el 60 % y siendo más altas en pacientes con bacteriemia, 
internación prolongada, pacientes que recibieron 
antibióticos previamente y en pacientes críticos multi-in-
vadidos (ventilación mecánica, catéteres, etc.). El mal uso 
de los antibióticos explica, en parte, el aumento de las 
resistencias. Sólo en la primera década del milenio el 
consumo global en humanos creció el 40%. Las bacterias 
resistentes a los antibióticos son anteriores a los antibióti-
cos mismos y con el mal uso se favorece la selección de 
cepas resistentes. Se suma a esto el problema de  que la 
industria farmacéutica ha dejado de interesarse por el 
desarrollo de nuevos antibióticos, un trabajo demasiado 
costoso para la fabricación de unos medicamentos que 
quedan obsoletos en pocos años y que no generan 
su�cientes bene�cios. (29 - 32)
La KPC es codi�cada por el gen blaKPC, las más 
frecuentes son KPC-2 y KPC-3 generalmente codi�cada 
en plásmidos. Hidrolizan e�cientemente penicilinas, 
cefalosporinas, AZT, carbapenemes y no se inhiben por 
clavulánico, tazobactam o sulbactam. (32) Desde el año 
2001 se describe la aparición de KPC en varios lugares del 
mundo con un comportamiento endémico y epidémico. 
Su importancia radica en la capacidad que posee de 
trasmitir resistencia a todos los antibióticos β - lactámicos 
y a otras familias de antibióticos como aminoglucósidos 
y quinolonas limitando las opciones terapéuticas. En la 
mayoría de los casos conservan la sensibilidad a colistin y  
tigeciclina. Las medidas de detección y control de ERC 
son necesarias para limitar los casos y lograr un 
tratamiento adecuado. (34 - 39)
A pesar de que según la bibliografía la resistencia a 
carbapenemes más usual se debe a la combinación de 
BLEE más impermeabilidad o AmpC más impermeabilidad 
en nuestro caso predominó la combinación de BLEE con 
KPC que es la más complicada desde el punto de vista 
clínico. Las carbapenemasas que han emergido en nuestro 
país pertenecen a la clase  A de Ambler, grupo funcional 2f 
de Karen Bush. Estas comprenden enzimas del  tipo Sme, 
NMC A, IMI y KPC. Todas estas enzimas son inhibidas por 
ácido  clavulánico y tazobactam. A excepción de las de 
tipo KPC, hidrolizan e�cientemente IMI y MEM, penicilinas, 
cefalosporinas de primera generación y  AZT, pero no 
oximino cefalosporinas. (39, 40)
Tres casos presentaban positivismo en todas las pruebas 
fenotípicas utilizadas suponiendo la presencia simultánea 
de BLEE, KPC y MBL resultando algo inusual y complicado 
de tratar clínicamente. 
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que son los β-lactámicos de mayor espectro, actividad,  
resistencia a las β-lactamasas y altamente potentes contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas 
cualidades hacen que sean imprescindibles en el 
tratamiento empírico donde se sospecha de un microor-
ganismo multirresistente, infecciones graves nosocomia-
les o cepas productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE). 
Los principales mecanismos de resistencia a carbapene-
mes en bacterias Gram negativas pueden surgir por 
disminución de la permeabilidad del antibiótico a través 
de la membrana externa  por disminución de la expresión 
de porinas, aumento de la expulsión activa del antibiótico 
por bombas de e�ujo o combinación de mecanismos 
como BLEE o cefalosporinasa AmpC (cromosómica o 
plasmídica) más impermeabilidad. Éstas son causas 
comunes de resistencia a carbapenemes, pero lo que 
genera mayor preocupación es la producción de enzimas 
β-lactamasa, en especial las carbapenemasas de tipo 
Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacilinasas (OXA) y 
metaloenzimas Nueva Dheli (NDM) (1-4). Estas enzimas son 
un problema de salud pública porque aumentan la 
mortalidad y la diseminación del plásmido que las codi�ca 
lo que favorece la formación de brotes nosocomiales, 
limitando las opciones terapéuticas y favoreciendo la 
aparición en los últimos años de patógenos panrresis-
tentes, es decir aquellos resistentes a todos los antibióti-
cos comercialmente disponibles frente a los que quedan 
pocas  posibilidades terapéuticas. Con la presión selectiva 
ejercida por el uso indiscriminado de los antibióticos, se 
pueden seleccionar bacterias multirresistentes (con 
resistencia a por lo menos 3 clases de antibióticos) donde 
una población de bacterias que está produciendo una 
infección y forma parte de la �ora normal,  puede coexistir 
con bacterias portadoras de algún gen de resistencia y al 
ser enfrentadas a un determinado antibiótico sobreviven, 
a su vez si estas bacterias tienen un mecanismo de 
resistencia codi�cado en un plásmido, este se puede 
transferir a otras especies de bacterias relacionadas. (5 - 10)
 Se estima que el 50%  de todos los antimicrobianos que 
se prescriben son innecesarios o se usan de manera 
inadecuada, por ejemplo en infecciones que no lo 
requieren, por la presión que ejercen los pacientes o sus 
familiares por desconocimiento, falta de pruebas apropia-
das de diagnóstico y uso con �nes no terapéuticos en 
animales destinados al consumo humano. (11)
El objetivo de este trabajo es investigar la presencia de 
mecanismos enzimáticos de resistencia a carbapenemes 
presentes en Enterobacterias multirresistentes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios del 
Hospital Córdoba en el período de Febrero – Noviembre 
de 2017.

Materiales y metodos
Estudio retrospectivo, observacional en cepas de entero-
bacterias con resistencia a carbapenemes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios que 
se atienden en nuestra Institución, hombres y mujeres 
entre 18 y 65 años de los cuales se recibe pedido médico 
en el Área de Supervisión de Microbiología del Servicio de 

Bioquímica del Hospital Córdoba durante el período 
febrero- noviembre de 2017.

Aislamiento bacteriano
Las muestras recibidas se procesaron de acuerdo al 
protocolo interno del laboratorio establecido para cada 
tipo de material.
Las pruebas de identi�cación y sensibilidad a los antimi-
crobianos se determinaron  a través de métodos automa-
tizados Vitek 2 Compact (Biomerieux, Marcy-l'Étoile 
Francia) y Phoenix 100 (Becton Dickson, EE.UU) los cuales 
se basan en la medición de versiones modi�cadas de las 
reacciones bioquímicas convencionales mediante 
sustratos cromogénicos o �uorescentes y también se 
utilizaron métodos manuales estandarizados. (12)
Para las pruebas de sensibilidad manuales se usó el 
Método de Kirby - Bauer por difusión en agar Müeller - 
Hinton (MH) y la interpretación se realizó de acuerdo a las 
Normas Clinical and Laboratory Stadards (CLSI) 2017.
Para con�rmar mecanismos de resistencia arrojados por el 
equipo o sospecha de los mismos se realizaron métodos 
manuales. Se consideraron cepas sospechosas de producir 
carbapenemasa cuándo los sistemas automatizados 
arrojaron valores de Concentraciones Inhibitorias Mínimas 
(CIM) de  ertapenem (ERT), imipenem (IMI) o meropenem 
(MEM) en el rango  resistencia según las recomendaciones 
del CLSI o que en el antibiograma manual expresaron 
resistencia a la mayoría de los antibióticos.
Las recomendaciones 2014 del Servicio de Antimicrobia-
nos del Instituto Malbrán, consta de distintos screenings 
para la sospecha de carbapenemasas, entre ellos los 
usados en este trabajo: 
Difusión: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≤22 mm, para 
Salmonella IMI (10 ug)  ≤24 mm  y para Proteus IMI (10 ug)  
≤ 22 mm y MEM (10 ug)  ≤ 27 mm.
Vitek 2C: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≥2 ug/ml + MEM 
(10 ug)  ≥1 ug/ml 
Phoenix: Klebsiella – Enterobacter - Serratia: IMI (10 ug)  ≥
2 ug/ml y otras enterobacterias: ERT (10 ug)  ≥1 ug/ml. 
A partir de estos resultados positivos se debe realizar la 
con�rmación con discos de ácido borónico 300 ug(BOR), 
cloxacilina y quelantes de Zn como el EDTA. En nuestro 
caso se utilizó BOR, EDTA y Test de Hodge modi�cado.
Para detectar  BLEE se realizaron dos técnicas manuales, 
en una se colocó un disco de Amoxicilina – clavulánico 20 
/10 ug (AMC) entre discos de Ceftazidima 30 ug (CAZ) y 
Cefotaxima 30 ug (CTX) enfrentados a 27 mm borde a 
borde, observando el efecto “huevo” entre ellos y con la 
otra técnica se determinó la diferencia de halo entre 
discos de CTX / CTX - clavulánico 30 / 10 ug y CAZ / CAZ – 
clavulánico 30 / 10 ug, una diferencia mayor a 5mm 
implica la presencia de BLEE.
 Para con�rmar la presencia de  KPC, se realizó prueba por 
difusión colocando un disco de BOR entre los discos de IMI 
y MEM enfrentados a  15mm (centro a centro) con sinergia 
positiva. También se realizó el Test de Hodge modi�cado 
con tritón que consiste en el agregado y distribución de  
50 microlitros de Triton X - 100 en la super�cie de la placa 
de MH, se colocó en estufa a  35º C hasta su absorción 
completa y posteriormente se sembró una  suspensión de 

nación de mecanismos de resistencia BLEE + KPC, en 
E.cloacae  probable NMC-A ó IMI y en E.coli combinación 
de probable BLEE más KPC.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario saber los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar una terapia adecuada.

Introducción
La resistencia a los antibióticos es la capacidad de un 
microorganismo de resistir la acción de un antimicrobia-
no. Esta resistencia puede ser natural (intrínseca) o  
adquirida (secundaria). La intrínseca se observa en todas 
las cepas de la misma especie y/o género, es una 
característica estable y de transmisión vertical (sólo a 
células hijas). Con la resistencia adquirida las bacterias se 
tornan resistentes a un antibiótico al que previamente 
eran sensibles, ya sea por mutaciones o por intercambio 
de material genético (plásmidos o transposones), la 
transmisión  puede ser vertical u horizontal (entre 
miembros de la misma especie o diferente). 
En este trabajo se hace referencia a los carbapenemes, 
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turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la cepa 
indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922) la cual se 
siembra por inundación en la placa. Se colocó en el centro 
de la placa un disco de MEM y con un ansa estéril se 
tomaron de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco de la cepa 
en estudio y se realizó una estría desde el borde del disco 
hacia la periferia de la placa, se incubó la placa en 
aerobiosis a 35 ºC durante 16 - 18 horas. El test es positivo 
cuando hay sobrecrecimiento de la cepa en estudio hasta 
el borde del disco. La sinergia de carbapenemes con 
discos de EDTA sirve para determinar la presencia de 
metalo – β - lactamasa (MBL, grupo 3). Para la misma se 
colocó el disco del quelante entre IMI y MEM a una 
distancia de 1,5 cm de borde a borde y se consideraron 
positivos los tests que muestran apertura de los halos de 
inhibición del carbapenem hacia el quelante y negativos 
aquéllos en los que solo se formen “túneles”.
El control de calidad se realiza utilizando cepas de 
referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 
25922,  Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 700603.
Los resultados fueron documentados en una base de 
datos de Excel Microsoft O�ce.

Resultados
En el período de febrero- noviembre de 2017 se obtuvo un 
total de 94 cepas de diversos materiales en donde los 
microorganismos aislados presentaron resistencia a uno o 
más carbapenemes. En la Figura I se representa la cantidad 
y tipo de muestra, observandose predominio de muestras 
de orina, obtenidas a través de catéter, nefrostomías o 
chorro medio. Figura 1. 
Dentro de los microorganismos aislados predominó Kpn, en 
segundo lugar E.cloacae y por último E.coli. En la Figura II se 
observa el nombre y número de  microorganismos aislados 
en las distintas muestras. Figura 2. 
Se evaluaron los mecanismos de resistencia de cada 
microorganismo teniendo en cuenta los resultados de las 
pruebas fenotípicas observándose que en Kpn predomina 
(58 / 83 aislamientos) el mecanismo BLEE + KPC que con�ere 
resistencia a carbapenemes. La mayoría de estos pacientes 
estaban internados en los Servicios de la Unidad de Cuidados 
Intermedios (UCI) y Unidad de Terapia Intensiva (UTI). En 3 
aislamientos se evidenció positividad conjunta en las 
sinergias con BOR y EDTA, dos de estas cepas pertenecían al 
mismo paciente y las muestras fueron de orina chorro medio 
tomadas el mismo mes. El tercer aislamiento pertenecía a 
una muestra de orina chorro medio de un paciente con 
antecedentes de Kpn KPC (+). Ambos pacientes hospitaliza-
dos y atendidos por el Servicio de Nefrología. En tres 
aislamientos (3/83) se observó sinergia en todas las pruebas, 
coexistiendo en forma probable BLEE  con KPC y con MBL. En 
la Tabla 1 se observan las resistencias antibióticas más 
relevantes. Tabla 1. 
En los resultados de pruebas fenotípicas para E.cloacae se 
observó predominio de probable NMC-A ó IMI (2 / 5 
aislamientos). Distintos pacientes, uno hospitalizado y 
otro ambulatorio. El per�l de sensibilidad se muestra en la 

Tabla 2.
Con las pruebas fenotípicas para E.coli se pudo ver que 
predominó una combinación de mecanismos de resisten-
cia, probable BLEE más KPC (3/6 aislamientos). Dos de 
ellos pertenecientes a un mismo paciente atendido por 
consultorio externo. La interpretación de la sensibidad a 
los antibióticos se puede ver en la Tabla 3.

Discusión
La detección de un paciente con infecciones producidas 
por enterobacterias resistentes a los carbapenemes (ERC) 
reduce las opciones terapéuticas y promueve el inicio de 
combinaciones de antibióticos, algunos de alta toxicidad y 
la aplicación de medidas de prevención y aislamiento de 
contacto, por lo cual su sospecha y con�rmación son 
fundamentales para reducir la mortalidad y la expansión 
de estos microorganismos. Uno de los tratamientos de 
elección es el colistin pero ya han aparecido ERC 
resistentes a éste limitando aún más el tratamiento 
óptimo. (10, 13 - 16)
En el análisis de ERC aisladas de distintos tipos de 
muestras el  microorganismo mayormente aislado fue Kpn 
(83/94 cepas ) lo que concuerda con algunos trabajos 
donde se expone que, actualmente,  Kpn KPC es la especie 
de ERC más frecuentemente encontrada. En Argentina, el 
primer caso se describe en el año 2006. (10,17)

Desde el Laboratorio de Microbiología es importante la 
detección ERC y supone un reto ya que estas enzimas 
tienen diferentes y variables grados de expresión in vitro, 
que en ocasiones generan CIM consideradas sensibles a 
algunos carbapenemes, di�cultando su detección, 
especialmente cuando se emplean sistemas automatiza-
dos. (18)  Cuando estos equipos o el antibiograma manual 
hacen sospechar de la presencia de una carbapenemasa a 
través de la sensibilidad disminuida o resistencia a las 
cefalosporinas de amplio espectro o carbapenemes o 
cepas en donde los valores de CIM de los carbapenemes 
se incrementan por encima de los correspondientes 
puntos de corte epidemiológicos (que separan las 
poblaciones salvajes de aquellas que presentan mecanis-
mos de resistencia), es necesario la con�rmación y 
diferenciación con otros mecanismos de resistencia o 
combinaciones de éstos, ya que no es igual la expresión 
de una carbapenemasa en Pseudomonas aeruginosa o en 
Acinetobacter baumannii que en E. coli, Kpn o E. cloacae. 
Cada una de estas especies tiene sus peculiaridades 
fenotípicas naturales que deben ser contempladas. (19). 
Los métodos de referencia como el ensayo espectrofo-
tométrico o biología molecular  no está siempre al alcance 
de todos los laboratorios, por lo que se han propuesto 
métodos biológicos (bioensayos) sencillos que permiten 
su detección. Dentro de los métodos usados en este 
trabajo se realizaron pruebas fenotípicas de inhibición con 
EDTA, BOR y ácido clavulánico mediante difusión en agar, 
así como el test de Hodge modi�cado con disco de MEM 
que permite una detección  mejorada de carbapenemasas 
de importancia clínica y se puede realizar en todos los 
bacilos Gram negativos. Este test a pesar de su sencillez 
tiene algunas limitaciones, posee una sensibilidad elevada 

urinario y abdominal.  La producción de carbapenemasas 
es poco frecuente en este microorganismo, aunque hay 
una creciente preocupación por su aparición y su rápida 
diseminación (41 - 44). Poseen resistencia natural a través de 
una AmpC cromosómica inducible, que normalmente 
causa resistencia a ampicilina, ampicilina - sulbactam, 
cefalotina, CTX. Pero  puede desrreprimirse sumando 
resistencia a cefalosporinas de tercera generación y AZT. 
La combinación de AmpC desreprimida (E.aerogenes,  
E.cloacae, Citrobacter freundii) más impermeabilidad 
también pueden llevar a la resistencia a carbapenemes en 
enterobacterias. (45)
En nuestro caso predominó la presencia de probable 
NMC-A ó IMI, que es una carbapenemasa  clase A de 
Ambler. 
E.coli posee  AmpC cromosómica, sin embargo la 
expresión de esta enzima es mínima debido a que este 
microorganismo carece del promotor natural (Amp-R ).En 
su forma natural o salvaje se expresa a nivel muy bajo y no 
con�ere resistencia de trascendencia clínica (46 - 48)
Lo más común dentro de sus mecanismos de resistencia 
adquiridos son las BLEE CTX-M, muy diseminadas en la 
actualidad por el mundo en enterobacterias que colonizan 
el intestino, siendo E. coli  la enterobacteria intestinal 
comensal (también  patógena) más abundante en el 
intestino.  (48 - 50) Hay pocos casos en la literatura de BLEE + 
carbapenemasas.
También se aislaron cepas con BLEE. La familia de 
Enterobacterias productoras de BLEE son una causa 
importante de infecciones nosocomiales. Dentro de este 
grupo  E. coli es causa frecuente  de infección del tracto 
urinario de la comunidad y nosocomial, mientras que 
Klebsiella spp y Enterobacter spp son causa importante  
de infecciones asociadas a la atención de la salud. Las 
localizaciones más frecuentes fueron neumonía nosoco-
mial, bacteriemia e infecciones intraabdominales. (34)
 
Conclusion
Con los resultados de las pruebas fenotípicas se observó 
que en Kpn predominó la combinación de mecanismos de 
resistencia BLEE + KPC, en E. cloacae  probable NMC-A ó 
IMI y en E.coli combinación de probable BLEE más KPC.
Cada vez es más frecuente la asociación de diferentes 
mecanismos de resistencia para la misma familia de 
antibióticos en una misma cepa. Esto hace que el per�l 
fenotípico sea difícil de interpretar y el tratamiento muy 
difícil de abordar.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario conocer los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar combinaciones terapéuticas más convenien-
tes evitando  fallas en los tratamientos y el uso indiscrimi-
nado de antibióticos y poder implementar a tiempo 
medidas de aislamiento de contacto y evitar la propa-
gación de estos microorganismos.
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pero no diferencia el tipo de carbapenemasa (no 
diferencia entre metaloenzimas y enzimas de clase 2f ) y 
se han observado resultados falsos negativos por la baja 
expresión de la carbapenemasa, sobre todo con cepas 
con MBL (como NDM - 1) y oxacilinasas. También se han 
comunicado falsos positivos con cepas productoras de 
CTX – M - 2 combinadas con impermeabilidad hasta un 
25 % de los casos y con las cepas hiperproductoras de 
AmpC. Asimismo, se ha discutido cuál es el carbapenem 
más adecuado, recomendándose la utilización de MEM y 
ERT. (20- 24)
En la guía CLSI M100 de 2018 esta prueba ha sido 
eliminada para la determinación de la producción de 
carbapenemasas en Enterobacteriaceae.
En cuanto a la sinergia con BOR,  permite inferir la 
presencia de KPC, pero tiene como gran limitación que el 
BOR inhibe también la AmpC de Enterobacter y Serratia, 
generando falsos positivos para esos microorganismos 
(aproximadamente 25 %) los cuales pueden diferenciarse 
usando discos combinados con un inhibidor de esa 
enzima como cloxacilina; en nuestro laboratorio no se 
realizó la prueba con cloxacilina por falta de insumo.
Los métodos basados en la inhibición por EDTA se utilizan 
para la detección de MBL. El EDTA es un compuesto que se 
une al centro activo de las enzimas de clase B de Ambler 
que contiene iones de Zn+2. La sensibilidad a aztreonam 
(AZT) en conjunto con resistencia a carbapenemes, sobre 
todo si se observa efecto sinérgico con EDTA, es sugestivo 
de metaloenzimas. La resistencia a AZT no descarta su 
presencia debido a la posibilidad de mecanismos 
secundarios (AmpC desrreprimida, BLEE, e�ujo). La gran 
limitación es que algunas bacterias pueden ser muy 
sensibles al EDTA (rompe las porinas) y da falsos (+) pero la 
ocurrencia de esto depende de que se produzca la MBL en 
grandes cantidades. (25)
Al realizarse las pruebas con�rmatorias con discos de BOR, 
cloxacilina y EDTA se consideran 2 posibilidades: 
a) Sensibilidad a cefalosporinas de 3º generación y 
sinergia con BOR pero no con EDTA ni con cloxacilina: 
probables enzimas del tipo Sme (Serratia marcescens), IMI 
o NMCA (Enterobacter) 
b) Resistencia a cefalosporinas de 3º generación: 
- Sinergia con BOR pero no con cloxacilina ni con EDTA: 
probable KPC 
- Sinergia con EDTA pero no con BOR  ni con cloxacilina: 
probable MBL. 
- Sinergia con BOR y con cloxacilina pero no con EDTA: 
AmpC 
- Falta de sinergia con BOR, cloxacilina y EDTA: probable 
BLEE o carbapenemasa del tipo OXA. 
Finalmente todos estos mecanismos requieren con�r-
mación molecular.  (9, 24)
La aplicación de estos métodos en la detección de MBLs 
está limitada a Kpn y E. coli, ya que no han sido sistemáti-
camente testados  en otras especies de enterobacterias. 
Kpn productora de MBL como enzima única, tiene 
resistencia a todos los betalactámicos menos a los 
monobactámicos (AZT).  (22, 26)
Algunos trabajos exponen la importacia de colocar ERT en 
el antibiograma de enterobacterias para detectar mecanis-

mos de resistencia que otros carbapenemes no detectan 
para luego indagar con las demás pruebas fenotípicas. (27)
Hay un aumento global de los casos de ERC detectados, 
principalmente  Kpn, seguida de Enterobacter spp. (18, 28) 
Esto coincide con nuestros hallazgos donde predomina 
Kpn seguida de E.coli y luego E. cloacae.
Kpn productora de carbapenemasa, es la ERC que tiene las 
tasas de morbi-mortalidad más altas, oscilando entre el 18 
y el 60 % y siendo más altas en pacientes con bacteriemia, 
internación prolongada, pacientes que recibieron 
antibióticos previamente y en pacientes críticos multi-in-
vadidos (ventilación mecánica, catéteres, etc.). El mal uso 
de los antibióticos explica, en parte, el aumento de las 
resistencias. Sólo en la primera década del milenio el 
consumo global en humanos creció el 40%. Las bacterias 
resistentes a los antibióticos son anteriores a los antibióti-
cos mismos y con el mal uso se favorece la selección de 
cepas resistentes. Se suma a esto el problema de  que la 
industria farmacéutica ha dejado de interesarse por el 
desarrollo de nuevos antibióticos, un trabajo demasiado 
costoso para la fabricación de unos medicamentos que 
quedan obsoletos en pocos años y que no generan 
su�cientes bene�cios. (29 - 32)
La KPC es codi�cada por el gen blaKPC, las más 
frecuentes son KPC-2 y KPC-3 generalmente codi�cada 
en plásmidos. Hidrolizan e�cientemente penicilinas, 
cefalosporinas, AZT, carbapenemes y no se inhiben por 
clavulánico, tazobactam o sulbactam. (32) Desde el año 
2001 se describe la aparición de KPC en varios lugares del 
mundo con un comportamiento endémico y epidémico. 
Su importancia radica en la capacidad que posee de 
trasmitir resistencia a todos los antibióticos β - lactámicos 
y a otras familias de antibióticos como aminoglucósidos 
y quinolonas limitando las opciones terapéuticas. En la 
mayoría de los casos conservan la sensibilidad a colistin y  
tigeciclina. Las medidas de detección y control de ERC 
son necesarias para limitar los casos y lograr un 
tratamiento adecuado. (34 - 39)
A pesar de que según la bibliografía la resistencia a 
carbapenemes más usual se debe a la combinación de 
BLEE más impermeabilidad o AmpC más impermeabilidad 
en nuestro caso predominó la combinación de BLEE con 
KPC que es la más complicada desde el punto de vista 
clínico. Las carbapenemasas que han emergido en nuestro 
país pertenecen a la clase  A de Ambler, grupo funcional 2f 
de Karen Bush. Estas comprenden enzimas del  tipo Sme, 
NMC A, IMI y KPC. Todas estas enzimas son inhibidas por 
ácido  clavulánico y tazobactam. A excepción de las de 
tipo KPC, hidrolizan e�cientemente IMI y MEM, penicilinas, 
cefalosporinas de primera generación y  AZT, pero no 
oximino cefalosporinas. (39, 40)
Tres casos presentaban positivismo en todas las pruebas 
fenotípicas utilizadas suponiendo la presencia simultánea 
de BLEE, KPC y MBL resultando algo inusual y complicado 
de tratar clínicamente. 
E. cloacae es un microorganismo ubicuo en la naturaleza 
que forma parte de la �ora intestinal en humanos, y en los 
últimos años se ha convertido en un importante patógeno 
asociado a infecciones de origen nosocomial, principal-
mente bacteriemia, infección respiratoria, del tracto 
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que son los β-lactámicos de mayor espectro, actividad,  
resistencia a las β-lactamasas y altamente potentes contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas 
cualidades hacen que sean imprescindibles en el 
tratamiento empírico donde se sospecha de un microor-
ganismo multirresistente, infecciones graves nosocomia-
les o cepas productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE). 
Los principales mecanismos de resistencia a carbapene-
mes en bacterias Gram negativas pueden surgir por 
disminución de la permeabilidad del antibiótico a través 
de la membrana externa  por disminución de la expresión 
de porinas, aumento de la expulsión activa del antibiótico 
por bombas de e�ujo o combinación de mecanismos 
como BLEE o cefalosporinasa AmpC (cromosómica o 
plasmídica) más impermeabilidad. Éstas son causas 
comunes de resistencia a carbapenemes, pero lo que 
genera mayor preocupación es la producción de enzimas 
β-lactamasa, en especial las carbapenemasas de tipo 
Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacilinasas (OXA) y 
metaloenzimas Nueva Dheli (NDM) (1-4). Estas enzimas son 
un problema de salud pública porque aumentan la 
mortalidad y la diseminación del plásmido que las codi�ca 
lo que favorece la formación de brotes nosocomiales, 
limitando las opciones terapéuticas y favoreciendo la 
aparición en los últimos años de patógenos panrresis-
tentes, es decir aquellos resistentes a todos los antibióti-
cos comercialmente disponibles frente a los que quedan 
pocas  posibilidades terapéuticas. Con la presión selectiva 
ejercida por el uso indiscriminado de los antibióticos, se 
pueden seleccionar bacterias multirresistentes (con 
resistencia a por lo menos 3 clases de antibióticos) donde 
una población de bacterias que está produciendo una 
infección y forma parte de la �ora normal,  puede coexistir 
con bacterias portadoras de algún gen de resistencia y al 
ser enfrentadas a un determinado antibiótico sobreviven, 
a su vez si estas bacterias tienen un mecanismo de 
resistencia codi�cado en un plásmido, este se puede 
transferir a otras especies de bacterias relacionadas. (5 - 10)
 Se estima que el 50%  de todos los antimicrobianos que 
se prescriben son innecesarios o se usan de manera 
inadecuada, por ejemplo en infecciones que no lo 
requieren, por la presión que ejercen los pacientes o sus 
familiares por desconocimiento, falta de pruebas apropia-
das de diagnóstico y uso con �nes no terapéuticos en 
animales destinados al consumo humano. (11)
El objetivo de este trabajo es investigar la presencia de 
mecanismos enzimáticos de resistencia a carbapenemes 
presentes en Enterobacterias multirresistentes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios del 
Hospital Córdoba en el período de Febrero – Noviembre 
de 2017.

Materiales y metodos
Estudio retrospectivo, observacional en cepas de entero-
bacterias con resistencia a carbapenemes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios que 
se atienden en nuestra Institución, hombres y mujeres 
entre 18 y 65 años de los cuales se recibe pedido médico 
en el Área de Supervisión de Microbiología del Servicio de 

Bioquímica del Hospital Córdoba durante el período 
febrero- noviembre de 2017.

Aislamiento bacteriano
Las muestras recibidas se procesaron de acuerdo al 
protocolo interno del laboratorio establecido para cada 
tipo de material.
Las pruebas de identi�cación y sensibilidad a los antimi-
crobianos se determinaron  a través de métodos automa-
tizados Vitek 2 Compact (Biomerieux, Marcy-l'Étoile 
Francia) y Phoenix 100 (Becton Dickson, EE.UU) los cuales 
se basan en la medición de versiones modi�cadas de las 
reacciones bioquímicas convencionales mediante 
sustratos cromogénicos o �uorescentes y también se 
utilizaron métodos manuales estandarizados. (12)
Para las pruebas de sensibilidad manuales se usó el 
Método de Kirby - Bauer por difusión en agar Müeller - 
Hinton (MH) y la interpretación se realizó de acuerdo a las 
Normas Clinical and Laboratory Stadards (CLSI) 2017.
Para con�rmar mecanismos de resistencia arrojados por el 
equipo o sospecha de los mismos se realizaron métodos 
manuales. Se consideraron cepas sospechosas de producir 
carbapenemasa cuándo los sistemas automatizados 
arrojaron valores de Concentraciones Inhibitorias Mínimas 
(CIM) de  ertapenem (ERT), imipenem (IMI) o meropenem 
(MEM) en el rango  resistencia según las recomendaciones 
del CLSI o que en el antibiograma manual expresaron 
resistencia a la mayoría de los antibióticos.
Las recomendaciones 2014 del Servicio de Antimicrobia-
nos del Instituto Malbrán, consta de distintos screenings 
para la sospecha de carbapenemasas, entre ellos los 
usados en este trabajo: 
Difusión: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≤22 mm, para 
Salmonella IMI (10 ug)  ≤24 mm  y para Proteus IMI (10 ug)  
≤ 22 mm y MEM (10 ug)  ≤ 27 mm.
Vitek 2C: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≥2 ug/ml + MEM 
(10 ug)  ≥1 ug/ml 
Phoenix: Klebsiella – Enterobacter - Serratia: IMI (10 ug)  ≥
2 ug/ml y otras enterobacterias: ERT (10 ug)  ≥1 ug/ml. 
A partir de estos resultados positivos se debe realizar la 
con�rmación con discos de ácido borónico 300 ug(BOR), 
cloxacilina y quelantes de Zn como el EDTA. En nuestro 
caso se utilizó BOR, EDTA y Test de Hodge modi�cado.
Para detectar  BLEE se realizaron dos técnicas manuales, 
en una se colocó un disco de Amoxicilina – clavulánico 20 
/10 ug (AMC) entre discos de Ceftazidima 30 ug (CAZ) y 
Cefotaxima 30 ug (CTX) enfrentados a 27 mm borde a 
borde, observando el efecto “huevo” entre ellos y con la 
otra técnica se determinó la diferencia de halo entre 
discos de CTX / CTX - clavulánico 30 / 10 ug y CAZ / CAZ – 
clavulánico 30 / 10 ug, una diferencia mayor a 5mm 
implica la presencia de BLEE.
 Para con�rmar la presencia de  KPC, se realizó prueba por 
difusión colocando un disco de BOR entre los discos de IMI 
y MEM enfrentados a  15mm (centro a centro) con sinergia 
positiva. También se realizó el Test de Hodge modi�cado 
con tritón que consiste en el agregado y distribución de  
50 microlitros de Triton X - 100 en la super�cie de la placa 
de MH, se colocó en estufa a  35º C hasta su absorción 
completa y posteriormente se sembró una  suspensión de 

nación de mecanismos de resistencia BLEE + KPC, en 
E.cloacae  probable NMC-A ó IMI y en E.coli combinación 
de probable BLEE más KPC.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario saber los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar una terapia adecuada.

Introducción
La resistencia a los antibióticos es la capacidad de un 
microorganismo de resistir la acción de un antimicrobia-
no. Esta resistencia puede ser natural (intrínseca) o  
adquirida (secundaria). La intrínseca se observa en todas 
las cepas de la misma especie y/o género, es una 
característica estable y de transmisión vertical (sólo a 
células hijas). Con la resistencia adquirida las bacterias se 
tornan resistentes a un antibiótico al que previamente 
eran sensibles, ya sea por mutaciones o por intercambio 
de material genético (plásmidos o transposones), la 
transmisión  puede ser vertical u horizontal (entre 
miembros de la misma especie o diferente). 
En este trabajo se hace referencia a los carbapenemes, 
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turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la cepa 
indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922) la cual se 
siembra por inundación en la placa. Se colocó en el centro 
de la placa un disco de MEM y con un ansa estéril se 
tomaron de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco de la cepa 
en estudio y se realizó una estría desde el borde del disco 
hacia la periferia de la placa, se incubó la placa en 
aerobiosis a 35 ºC durante 16 - 18 horas. El test es positivo 
cuando hay sobrecrecimiento de la cepa en estudio hasta 
el borde del disco. La sinergia de carbapenemes con 
discos de EDTA sirve para determinar la presencia de 
metalo – β - lactamasa (MBL, grupo 3). Para la misma se 
colocó el disco del quelante entre IMI y MEM a una 
distancia de 1,5 cm de borde a borde y se consideraron 
positivos los tests que muestran apertura de los halos de 
inhibición del carbapenem hacia el quelante y negativos 
aquéllos en los que solo se formen “túneles”.
El control de calidad se realiza utilizando cepas de 
referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 
25922,  Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 700603.
Los resultados fueron documentados en una base de 
datos de Excel Microsoft O�ce.

Resultados
En el período de febrero- noviembre de 2017 se obtuvo un 
total de 94 cepas de diversos materiales en donde los 
microorganismos aislados presentaron resistencia a uno o 
más carbapenemes. En la Figura I se representa la cantidad 
y tipo de muestra, observandose predominio de muestras 
de orina, obtenidas a través de catéter, nefrostomías o 
chorro medio. Figura 1. 
Dentro de los microorganismos aislados predominó Kpn, en 
segundo lugar E.cloacae y por último E.coli. En la Figura II se 
observa el nombre y número de  microorganismos aislados 
en las distintas muestras. Figura 2. 
Se evaluaron los mecanismos de resistencia de cada 
microorganismo teniendo en cuenta los resultados de las 
pruebas fenotípicas observándose que en Kpn predomina 
(58 / 83 aislamientos) el mecanismo BLEE + KPC que con�ere 
resistencia a carbapenemes. La mayoría de estos pacientes 
estaban internados en los Servicios de la Unidad de Cuidados 
Intermedios (UCI) y Unidad de Terapia Intensiva (UTI). En 3 
aislamientos se evidenció positividad conjunta en las 
sinergias con BOR y EDTA, dos de estas cepas pertenecían al 
mismo paciente y las muestras fueron de orina chorro medio 
tomadas el mismo mes. El tercer aislamiento pertenecía a 
una muestra de orina chorro medio de un paciente con 
antecedentes de Kpn KPC (+). Ambos pacientes hospitaliza-
dos y atendidos por el Servicio de Nefrología. En tres 
aislamientos (3/83) se observó sinergia en todas las pruebas, 
coexistiendo en forma probable BLEE  con KPC y con MBL. En 
la Tabla 1 se observan las resistencias antibióticas más 
relevantes. Tabla 1. 
En los resultados de pruebas fenotípicas para E.cloacae se 
observó predominio de probable NMC-A ó IMI (2 / 5 
aislamientos). Distintos pacientes, uno hospitalizado y 
otro ambulatorio. El per�l de sensibilidad se muestra en la 

Tabla 2.
Con las pruebas fenotípicas para E.coli se pudo ver que 
predominó una combinación de mecanismos de resisten-
cia, probable BLEE más KPC (3/6 aislamientos). Dos de 
ellos pertenecientes a un mismo paciente atendido por 
consultorio externo. La interpretación de la sensibidad a 
los antibióticos se puede ver en la Tabla 3.

Discusión
La detección de un paciente con infecciones producidas 
por enterobacterias resistentes a los carbapenemes (ERC) 
reduce las opciones terapéuticas y promueve el inicio de 
combinaciones de antibióticos, algunos de alta toxicidad y 
la aplicación de medidas de prevención y aislamiento de 
contacto, por lo cual su sospecha y con�rmación son 
fundamentales para reducir la mortalidad y la expansión 
de estos microorganismos. Uno de los tratamientos de 
elección es el colistin pero ya han aparecido ERC 
resistentes a éste limitando aún más el tratamiento 
óptimo. (10, 13 - 16)
En el análisis de ERC aisladas de distintos tipos de 
muestras el  microorganismo mayormente aislado fue Kpn 
(83/94 cepas ) lo que concuerda con algunos trabajos 
donde se expone que, actualmente,  Kpn KPC es la especie 
de ERC más frecuentemente encontrada. En Argentina, el 
primer caso se describe en el año 2006. (10,17)

Desde el Laboratorio de Microbiología es importante la 
detección ERC y supone un reto ya que estas enzimas 
tienen diferentes y variables grados de expresión in vitro, 
que en ocasiones generan CIM consideradas sensibles a 
algunos carbapenemes, di�cultando su detección, 
especialmente cuando se emplean sistemas automatiza-
dos. (18)  Cuando estos equipos o el antibiograma manual 
hacen sospechar de la presencia de una carbapenemasa a 
través de la sensibilidad disminuida o resistencia a las 
cefalosporinas de amplio espectro o carbapenemes o 
cepas en donde los valores de CIM de los carbapenemes 
se incrementan por encima de los correspondientes 
puntos de corte epidemiológicos (que separan las 
poblaciones salvajes de aquellas que presentan mecanis-
mos de resistencia), es necesario la con�rmación y 
diferenciación con otros mecanismos de resistencia o 
combinaciones de éstos, ya que no es igual la expresión 
de una carbapenemasa en Pseudomonas aeruginosa o en 
Acinetobacter baumannii que en E. coli, Kpn o E. cloacae. 
Cada una de estas especies tiene sus peculiaridades 
fenotípicas naturales que deben ser contempladas. (19). 
Los métodos de referencia como el ensayo espectrofo-
tométrico o biología molecular  no está siempre al alcance 
de todos los laboratorios, por lo que se han propuesto 
métodos biológicos (bioensayos) sencillos que permiten 
su detección. Dentro de los métodos usados en este 
trabajo se realizaron pruebas fenotípicas de inhibición con 
EDTA, BOR y ácido clavulánico mediante difusión en agar, 
así como el test de Hodge modi�cado con disco de MEM 
que permite una detección  mejorada de carbapenemasas 
de importancia clínica y se puede realizar en todos los 
bacilos Gram negativos. Este test a pesar de su sencillez 
tiene algunas limitaciones, posee una sensibilidad elevada 

urinario y abdominal.  La producción de carbapenemasas 
es poco frecuente en este microorganismo, aunque hay 
una creciente preocupación por su aparición y su rápida 
diseminación (41 - 44). Poseen resistencia natural a través de 
una AmpC cromosómica inducible, que normalmente 
causa resistencia a ampicilina, ampicilina - sulbactam, 
cefalotina, CTX. Pero  puede desrreprimirse sumando 
resistencia a cefalosporinas de tercera generación y AZT. 
La combinación de AmpC desreprimida (E.aerogenes,  
E.cloacae, Citrobacter freundii) más impermeabilidad 
también pueden llevar a la resistencia a carbapenemes en 
enterobacterias. (45)
En nuestro caso predominó la presencia de probable 
NMC-A ó IMI, que es una carbapenemasa  clase A de 
Ambler. 
E.coli posee  AmpC cromosómica, sin embargo la 
expresión de esta enzima es mínima debido a que este 
microorganismo carece del promotor natural (Amp-R ).En 
su forma natural o salvaje se expresa a nivel muy bajo y no 
con�ere resistencia de trascendencia clínica (46 - 48)
Lo más común dentro de sus mecanismos de resistencia 
adquiridos son las BLEE CTX-M, muy diseminadas en la 
actualidad por el mundo en enterobacterias que colonizan 
el intestino, siendo E. coli  la enterobacteria intestinal 
comensal (también  patógena) más abundante en el 
intestino.  (48 - 50) Hay pocos casos en la literatura de BLEE + 
carbapenemasas.
También se aislaron cepas con BLEE. La familia de 
Enterobacterias productoras de BLEE son una causa 
importante de infecciones nosocomiales. Dentro de este 
grupo  E. coli es causa frecuente  de infección del tracto 
urinario de la comunidad y nosocomial, mientras que 
Klebsiella spp y Enterobacter spp son causa importante  
de infecciones asociadas a la atención de la salud. Las 
localizaciones más frecuentes fueron neumonía nosoco-
mial, bacteriemia e infecciones intraabdominales. (34)
 
Conclusion
Con los resultados de las pruebas fenotípicas se observó 
que en Kpn predominó la combinación de mecanismos de 
resistencia BLEE + KPC, en E. cloacae  probable NMC-A ó 
IMI y en E.coli combinación de probable BLEE más KPC.
Cada vez es más frecuente la asociación de diferentes 
mecanismos de resistencia para la misma familia de 
antibióticos en una misma cepa. Esto hace que el per�l 
fenotípico sea difícil de interpretar y el tratamiento muy 
difícil de abordar.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario conocer los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar combinaciones terapéuticas más convenien-
tes evitando  fallas en los tratamientos y el uso indiscrimi-
nado de antibióticos y poder implementar a tiempo 
medidas de aislamiento de contacto y evitar la propa-
gación de estos microorganismos.
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pero no diferencia el tipo de carbapenemasa (no 
diferencia entre metaloenzimas y enzimas de clase 2f ) y 
se han observado resultados falsos negativos por la baja 
expresión de la carbapenemasa, sobre todo con cepas 
con MBL (como NDM - 1) y oxacilinasas. También se han 
comunicado falsos positivos con cepas productoras de 
CTX – M - 2 combinadas con impermeabilidad hasta un 
25 % de los casos y con las cepas hiperproductoras de 
AmpC. Asimismo, se ha discutido cuál es el carbapenem 
más adecuado, recomendándose la utilización de MEM y 
ERT. (20- 24)
En la guía CLSI M100 de 2018 esta prueba ha sido 
eliminada para la determinación de la producción de 
carbapenemasas en Enterobacteriaceae.
En cuanto a la sinergia con BOR,  permite inferir la 
presencia de KPC, pero tiene como gran limitación que el 
BOR inhibe también la AmpC de Enterobacter y Serratia, 
generando falsos positivos para esos microorganismos 
(aproximadamente 25 %) los cuales pueden diferenciarse 
usando discos combinados con un inhibidor de esa 
enzima como cloxacilina; en nuestro laboratorio no se 
realizó la prueba con cloxacilina por falta de insumo.
Los métodos basados en la inhibición por EDTA se utilizan 
para la detección de MBL. El EDTA es un compuesto que se 
une al centro activo de las enzimas de clase B de Ambler 
que contiene iones de Zn+2. La sensibilidad a aztreonam 
(AZT) en conjunto con resistencia a carbapenemes, sobre 
todo si se observa efecto sinérgico con EDTA, es sugestivo 
de metaloenzimas. La resistencia a AZT no descarta su 
presencia debido a la posibilidad de mecanismos 
secundarios (AmpC desrreprimida, BLEE, e�ujo). La gran 
limitación es que algunas bacterias pueden ser muy 
sensibles al EDTA (rompe las porinas) y da falsos (+) pero la 
ocurrencia de esto depende de que se produzca la MBL en 
grandes cantidades. (25)
Al realizarse las pruebas con�rmatorias con discos de BOR, 
cloxacilina y EDTA se consideran 2 posibilidades: 
a) Sensibilidad a cefalosporinas de 3º generación y 
sinergia con BOR pero no con EDTA ni con cloxacilina: 
probables enzimas del tipo Sme (Serratia marcescens), IMI 
o NMCA (Enterobacter) 
b) Resistencia a cefalosporinas de 3º generación: 
- Sinergia con BOR pero no con cloxacilina ni con EDTA: 
probable KPC 
- Sinergia con EDTA pero no con BOR  ni con cloxacilina: 
probable MBL. 
- Sinergia con BOR y con cloxacilina pero no con EDTA: 
AmpC 
- Falta de sinergia con BOR, cloxacilina y EDTA: probable 
BLEE o carbapenemasa del tipo OXA. 
Finalmente todos estos mecanismos requieren con�r-
mación molecular.  (9, 24)
La aplicación de estos métodos en la detección de MBLs 
está limitada a Kpn y E. coli, ya que no han sido sistemáti-
camente testados  en otras especies de enterobacterias. 
Kpn productora de MBL como enzima única, tiene 
resistencia a todos los betalactámicos menos a los 
monobactámicos (AZT).  (22, 26)
Algunos trabajos exponen la importacia de colocar ERT en 
el antibiograma de enterobacterias para detectar mecanis-

mos de resistencia que otros carbapenemes no detectan 
para luego indagar con las demás pruebas fenotípicas. (27)
Hay un aumento global de los casos de ERC detectados, 
principalmente  Kpn, seguida de Enterobacter spp. (18, 28) 
Esto coincide con nuestros hallazgos donde predomina 
Kpn seguida de E.coli y luego E. cloacae.
Kpn productora de carbapenemasa, es la ERC que tiene las 
tasas de morbi-mortalidad más altas, oscilando entre el 18 
y el 60 % y siendo más altas en pacientes con bacteriemia, 
internación prolongada, pacientes que recibieron 
antibióticos previamente y en pacientes críticos multi-in-
vadidos (ventilación mecánica, catéteres, etc.). El mal uso 
de los antibióticos explica, en parte, el aumento de las 
resistencias. Sólo en la primera década del milenio el 
consumo global en humanos creció el 40%. Las bacterias 
resistentes a los antibióticos son anteriores a los antibióti-
cos mismos y con el mal uso se favorece la selección de 
cepas resistentes. Se suma a esto el problema de  que la 
industria farmacéutica ha dejado de interesarse por el 
desarrollo de nuevos antibióticos, un trabajo demasiado 
costoso para la fabricación de unos medicamentos que 
quedan obsoletos en pocos años y que no generan 
su�cientes bene�cios. (29 - 32)
La KPC es codi�cada por el gen blaKPC, las más 
frecuentes son KPC-2 y KPC-3 generalmente codi�cada 
en plásmidos. Hidrolizan e�cientemente penicilinas, 
cefalosporinas, AZT, carbapenemes y no se inhiben por 
clavulánico, tazobactam o sulbactam. (32) Desde el año 
2001 se describe la aparición de KPC en varios lugares del 
mundo con un comportamiento endémico y epidémico. 
Su importancia radica en la capacidad que posee de 
trasmitir resistencia a todos los antibióticos β - lactámicos 
y a otras familias de antibióticos como aminoglucósidos 
y quinolonas limitando las opciones terapéuticas. En la 
mayoría de los casos conservan la sensibilidad a colistin y  
tigeciclina. Las medidas de detección y control de ERC 
son necesarias para limitar los casos y lograr un 
tratamiento adecuado. (34 - 39)
A pesar de que según la bibliografía la resistencia a 
carbapenemes más usual se debe a la combinación de 
BLEE más impermeabilidad o AmpC más impermeabilidad 
en nuestro caso predominó la combinación de BLEE con 
KPC que es la más complicada desde el punto de vista 
clínico. Las carbapenemasas que han emergido en nuestro 
país pertenecen a la clase  A de Ambler, grupo funcional 2f 
de Karen Bush. Estas comprenden enzimas del  tipo Sme, 
NMC A, IMI y KPC. Todas estas enzimas son inhibidas por 
ácido  clavulánico y tazobactam. A excepción de las de 
tipo KPC, hidrolizan e�cientemente IMI y MEM, penicilinas, 
cefalosporinas de primera generación y  AZT, pero no 
oximino cefalosporinas. (39, 40)
Tres casos presentaban positivismo en todas las pruebas 
fenotípicas utilizadas suponiendo la presencia simultánea 
de BLEE, KPC y MBL resultando algo inusual y complicado 
de tratar clínicamente. 
E. cloacae es un microorganismo ubicuo en la naturaleza 
que forma parte de la �ora intestinal en humanos, y en los 
últimos años se ha convertido en un importante patógeno 
asociado a infecciones de origen nosocomial, principal-
mente bacteriemia, infección respiratoria, del tracto 
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que son los β-lactámicos de mayor espectro, actividad,  
resistencia a las β-lactamasas y altamente potentes contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas 
cualidades hacen que sean imprescindibles en el 
tratamiento empírico donde se sospecha de un microor-
ganismo multirresistente, infecciones graves nosocomia-
les o cepas productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE). 
Los principales mecanismos de resistencia a carbapene-
mes en bacterias Gram negativas pueden surgir por 
disminución de la permeabilidad del antibiótico a través 
de la membrana externa  por disminución de la expresión 
de porinas, aumento de la expulsión activa del antibiótico 
por bombas de e�ujo o combinación de mecanismos 
como BLEE o cefalosporinasa AmpC (cromosómica o 
plasmídica) más impermeabilidad. Éstas son causas 
comunes de resistencia a carbapenemes, pero lo que 
genera mayor preocupación es la producción de enzimas 
β-lactamasa, en especial las carbapenemasas de tipo 
Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacilinasas (OXA) y 
metaloenzimas Nueva Dheli (NDM) (1-4). Estas enzimas son 
un problema de salud pública porque aumentan la 
mortalidad y la diseminación del plásmido que las codi�ca 
lo que favorece la formación de brotes nosocomiales, 
limitando las opciones terapéuticas y favoreciendo la 
aparición en los últimos años de patógenos panrresis-
tentes, es decir aquellos resistentes a todos los antibióti-
cos comercialmente disponibles frente a los que quedan 
pocas  posibilidades terapéuticas. Con la presión selectiva 
ejercida por el uso indiscriminado de los antibióticos, se 
pueden seleccionar bacterias multirresistentes (con 
resistencia a por lo menos 3 clases de antibióticos) donde 
una población de bacterias que está produciendo una 
infección y forma parte de la �ora normal,  puede coexistir 
con bacterias portadoras de algún gen de resistencia y al 
ser enfrentadas a un determinado antibiótico sobreviven, 
a su vez si estas bacterias tienen un mecanismo de 
resistencia codi�cado en un plásmido, este se puede 
transferir a otras especies de bacterias relacionadas. (5 - 10)
 Se estima que el 50%  de todos los antimicrobianos que 
se prescriben son innecesarios o se usan de manera 
inadecuada, por ejemplo en infecciones que no lo 
requieren, por la presión que ejercen los pacientes o sus 
familiares por desconocimiento, falta de pruebas apropia-
das de diagnóstico y uso con �nes no terapéuticos en 
animales destinados al consumo humano. (11)
El objetivo de este trabajo es investigar la presencia de 
mecanismos enzimáticos de resistencia a carbapenemes 
presentes en Enterobacterias multirresistentes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios del 
Hospital Córdoba en el período de Febrero – Noviembre 
de 2017.

Materiales y metodos
Estudio retrospectivo, observacional en cepas de entero-
bacterias con resistencia a carbapenemes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios que 
se atienden en nuestra Institución, hombres y mujeres 
entre 18 y 65 años de los cuales se recibe pedido médico 
en el Área de Supervisión de Microbiología del Servicio de 

Bioquímica del Hospital Córdoba durante el período 
febrero- noviembre de 2017.

Aislamiento bacteriano
Las muestras recibidas se procesaron de acuerdo al 
protocolo interno del laboratorio establecido para cada 
tipo de material.
Las pruebas de identi�cación y sensibilidad a los antimi-
crobianos se determinaron  a través de métodos automa-
tizados Vitek 2 Compact (Biomerieux, Marcy-l'Étoile 
Francia) y Phoenix 100 (Becton Dickson, EE.UU) los cuales 
se basan en la medición de versiones modi�cadas de las 
reacciones bioquímicas convencionales mediante 
sustratos cromogénicos o �uorescentes y también se 
utilizaron métodos manuales estandarizados. (12)
Para las pruebas de sensibilidad manuales se usó el 
Método de Kirby - Bauer por difusión en agar Müeller - 
Hinton (MH) y la interpretación se realizó de acuerdo a las 
Normas Clinical and Laboratory Stadards (CLSI) 2017.
Para con�rmar mecanismos de resistencia arrojados por el 
equipo o sospecha de los mismos se realizaron métodos 
manuales. Se consideraron cepas sospechosas de producir 
carbapenemasa cuándo los sistemas automatizados 
arrojaron valores de Concentraciones Inhibitorias Mínimas 
(CIM) de  ertapenem (ERT), imipenem (IMI) o meropenem 
(MEM) en el rango  resistencia según las recomendaciones 
del CLSI o que en el antibiograma manual expresaron 
resistencia a la mayoría de los antibióticos.
Las recomendaciones 2014 del Servicio de Antimicrobia-
nos del Instituto Malbrán, consta de distintos screenings 
para la sospecha de carbapenemasas, entre ellos los 
usados en este trabajo: 
Difusión: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≤22 mm, para 
Salmonella IMI (10 ug)  ≤24 mm  y para Proteus IMI (10 ug)  
≤ 22 mm y MEM (10 ug)  ≤ 27 mm.
Vitek 2C: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≥2 ug/ml + MEM 
(10 ug)  ≥1 ug/ml 
Phoenix: Klebsiella – Enterobacter - Serratia: IMI (10 ug)  ≥
2 ug/ml y otras enterobacterias: ERT (10 ug)  ≥1 ug/ml. 
A partir de estos resultados positivos se debe realizar la 
con�rmación con discos de ácido borónico 300 ug(BOR), 
cloxacilina y quelantes de Zn como el EDTA. En nuestro 
caso se utilizó BOR, EDTA y Test de Hodge modi�cado.
Para detectar  BLEE se realizaron dos técnicas manuales, 
en una se colocó un disco de Amoxicilina – clavulánico 20 
/10 ug (AMC) entre discos de Ceftazidima 30 ug (CAZ) y 
Cefotaxima 30 ug (CTX) enfrentados a 27 mm borde a 
borde, observando el efecto “huevo” entre ellos y con la 
otra técnica se determinó la diferencia de halo entre 
discos de CTX / CTX - clavulánico 30 / 10 ug y CAZ / CAZ – 
clavulánico 30 / 10 ug, una diferencia mayor a 5mm 
implica la presencia de BLEE.
 Para con�rmar la presencia de  KPC, se realizó prueba por 
difusión colocando un disco de BOR entre los discos de IMI 
y MEM enfrentados a  15mm (centro a centro) con sinergia 
positiva. También se realizó el Test de Hodge modi�cado 
con tritón que consiste en el agregado y distribución de  
50 microlitros de Triton X - 100 en la super�cie de la placa 
de MH, se colocó en estufa a  35º C hasta su absorción 
completa y posteriormente se sembró una  suspensión de 

nación de mecanismos de resistencia BLEE + KPC, en 
E.cloacae  probable NMC-A ó IMI y en E.coli combinación 
de probable BLEE más KPC.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario saber los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar una terapia adecuada.

Introducción
La resistencia a los antibióticos es la capacidad de un 
microorganismo de resistir la acción de un antimicrobia-
no. Esta resistencia puede ser natural (intrínseca) o  
adquirida (secundaria). La intrínseca se observa en todas 
las cepas de la misma especie y/o género, es una 
característica estable y de transmisión vertical (sólo a 
células hijas). Con la resistencia adquirida las bacterias se 
tornan resistentes a un antibiótico al que previamente 
eran sensibles, ya sea por mutaciones o por intercambio 
de material genético (plásmidos o transposones), la 
transmisión  puede ser vertical u horizontal (entre 
miembros de la misma especie o diferente). 
En este trabajo se hace referencia a los carbapenemes, 
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turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la cepa 
indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922) la cual se 
siembra por inundación en la placa. Se colocó en el centro 
de la placa un disco de MEM y con un ansa estéril se 
tomaron de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco de la cepa 
en estudio y se realizó una estría desde el borde del disco 
hacia la periferia de la placa, se incubó la placa en 
aerobiosis a 35 ºC durante 16 - 18 horas. El test es positivo 
cuando hay sobrecrecimiento de la cepa en estudio hasta 
el borde del disco. La sinergia de carbapenemes con 
discos de EDTA sirve para determinar la presencia de 
metalo – β - lactamasa (MBL, grupo 3). Para la misma se 
colocó el disco del quelante entre IMI y MEM a una 
distancia de 1,5 cm de borde a borde y se consideraron 
positivos los tests que muestran apertura de los halos de 
inhibición del carbapenem hacia el quelante y negativos 
aquéllos en los que solo se formen “túneles”.
El control de calidad se realiza utilizando cepas de 
referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 
25922,  Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 700603.
Los resultados fueron documentados en una base de 
datos de Excel Microsoft O�ce.

Resultados
En el período de febrero- noviembre de 2017 se obtuvo un 
total de 94 cepas de diversos materiales en donde los 
microorganismos aislados presentaron resistencia a uno o 
más carbapenemes. En la Figura I se representa la cantidad 
y tipo de muestra, observandose predominio de muestras 
de orina, obtenidas a través de catéter, nefrostomías o 
chorro medio. Figura 1. 
Dentro de los microorganismos aislados predominó Kpn, en 
segundo lugar E.cloacae y por último E.coli. En la Figura II se 
observa el nombre y número de  microorganismos aislados 
en las distintas muestras. Figura 2. 
Se evaluaron los mecanismos de resistencia de cada 
microorganismo teniendo en cuenta los resultados de las 
pruebas fenotípicas observándose que en Kpn predomina 
(58 / 83 aislamientos) el mecanismo BLEE + KPC que con�ere 
resistencia a carbapenemes. La mayoría de estos pacientes 
estaban internados en los Servicios de la Unidad de Cuidados 
Intermedios (UCI) y Unidad de Terapia Intensiva (UTI). En 3 
aislamientos se evidenció positividad conjunta en las 
sinergias con BOR y EDTA, dos de estas cepas pertenecían al 
mismo paciente y las muestras fueron de orina chorro medio 
tomadas el mismo mes. El tercer aislamiento pertenecía a 
una muestra de orina chorro medio de un paciente con 
antecedentes de Kpn KPC (+). Ambos pacientes hospitaliza-
dos y atendidos por el Servicio de Nefrología. En tres 
aislamientos (3/83) se observó sinergia en todas las pruebas, 
coexistiendo en forma probable BLEE  con KPC y con MBL. En 
la Tabla 1 se observan las resistencias antibióticas más 
relevantes. Tabla 1. 
En los resultados de pruebas fenotípicas para E.cloacae se 
observó predominio de probable NMC-A ó IMI (2 / 5 
aislamientos). Distintos pacientes, uno hospitalizado y 
otro ambulatorio. El per�l de sensibilidad se muestra en la 

Tabla 2.
Con las pruebas fenotípicas para E.coli se pudo ver que 
predominó una combinación de mecanismos de resisten-
cia, probable BLEE más KPC (3/6 aislamientos). Dos de 
ellos pertenecientes a un mismo paciente atendido por 
consultorio externo. La interpretación de la sensibidad a 
los antibióticos se puede ver en la Tabla 3.

Discusión
La detección de un paciente con infecciones producidas 
por enterobacterias resistentes a los carbapenemes (ERC) 
reduce las opciones terapéuticas y promueve el inicio de 
combinaciones de antibióticos, algunos de alta toxicidad y 
la aplicación de medidas de prevención y aislamiento de 
contacto, por lo cual su sospecha y con�rmación son 
fundamentales para reducir la mortalidad y la expansión 
de estos microorganismos. Uno de los tratamientos de 
elección es el colistin pero ya han aparecido ERC 
resistentes a éste limitando aún más el tratamiento 
óptimo. (10, 13 - 16)
En el análisis de ERC aisladas de distintos tipos de 
muestras el  microorganismo mayormente aislado fue Kpn 
(83/94 cepas ) lo que concuerda con algunos trabajos 
donde se expone que, actualmente,  Kpn KPC es la especie 
de ERC más frecuentemente encontrada. En Argentina, el 
primer caso se describe en el año 2006. (10,17)

Desde el Laboratorio de Microbiología es importante la 
detección ERC y supone un reto ya que estas enzimas 
tienen diferentes y variables grados de expresión in vitro, 
que en ocasiones generan CIM consideradas sensibles a 
algunos carbapenemes, di�cultando su detección, 
especialmente cuando se emplean sistemas automatiza-
dos. (18)  Cuando estos equipos o el antibiograma manual 
hacen sospechar de la presencia de una carbapenemasa a 
través de la sensibilidad disminuida o resistencia a las 
cefalosporinas de amplio espectro o carbapenemes o 
cepas en donde los valores de CIM de los carbapenemes 
se incrementan por encima de los correspondientes 
puntos de corte epidemiológicos (que separan las 
poblaciones salvajes de aquellas que presentan mecanis-
mos de resistencia), es necesario la con�rmación y 
diferenciación con otros mecanismos de resistencia o 
combinaciones de éstos, ya que no es igual la expresión 
de una carbapenemasa en Pseudomonas aeruginosa o en 
Acinetobacter baumannii que en E. coli, Kpn o E. cloacae. 
Cada una de estas especies tiene sus peculiaridades 
fenotípicas naturales que deben ser contempladas. (19). 
Los métodos de referencia como el ensayo espectrofo-
tométrico o biología molecular  no está siempre al alcance 
de todos los laboratorios, por lo que se han propuesto 
métodos biológicos (bioensayos) sencillos que permiten 
su detección. Dentro de los métodos usados en este 
trabajo se realizaron pruebas fenotípicas de inhibición con 
EDTA, BOR y ácido clavulánico mediante difusión en agar, 
así como el test de Hodge modi�cado con disco de MEM 
que permite una detección  mejorada de carbapenemasas 
de importancia clínica y se puede realizar en todos los 
bacilos Gram negativos. Este test a pesar de su sencillez 
tiene algunas limitaciones, posee una sensibilidad elevada 

urinario y abdominal.  La producción de carbapenemasas 
es poco frecuente en este microorganismo, aunque hay 
una creciente preocupación por su aparición y su rápida 
diseminación (41 - 44). Poseen resistencia natural a través de 
una AmpC cromosómica inducible, que normalmente 
causa resistencia a ampicilina, ampicilina - sulbactam, 
cefalotina, CTX. Pero  puede desrreprimirse sumando 
resistencia a cefalosporinas de tercera generación y AZT. 
La combinación de AmpC desreprimida (E.aerogenes,  
E.cloacae, Citrobacter freundii) más impermeabilidad 
también pueden llevar a la resistencia a carbapenemes en 
enterobacterias. (45)
En nuestro caso predominó la presencia de probable 
NMC-A ó IMI, que es una carbapenemasa  clase A de 
Ambler. 
E.coli posee  AmpC cromosómica, sin embargo la 
expresión de esta enzima es mínima debido a que este 
microorganismo carece del promotor natural (Amp-R ).En 
su forma natural o salvaje se expresa a nivel muy bajo y no 
con�ere resistencia de trascendencia clínica (46 - 48)
Lo más común dentro de sus mecanismos de resistencia 
adquiridos son las BLEE CTX-M, muy diseminadas en la 
actualidad por el mundo en enterobacterias que colonizan 
el intestino, siendo E. coli  la enterobacteria intestinal 
comensal (también  patógena) más abundante en el 
intestino.  (48 - 50) Hay pocos casos en la literatura de BLEE + 
carbapenemasas.
También se aislaron cepas con BLEE. La familia de 
Enterobacterias productoras de BLEE son una causa 
importante de infecciones nosocomiales. Dentro de este 
grupo  E. coli es causa frecuente  de infección del tracto 
urinario de la comunidad y nosocomial, mientras que 
Klebsiella spp y Enterobacter spp son causa importante  
de infecciones asociadas a la atención de la salud. Las 
localizaciones más frecuentes fueron neumonía nosoco-
mial, bacteriemia e infecciones intraabdominales. (34)
 
Conclusion
Con los resultados de las pruebas fenotípicas se observó 
que en Kpn predominó la combinación de mecanismos de 
resistencia BLEE + KPC, en E. cloacae  probable NMC-A ó 
IMI y en E.coli combinación de probable BLEE más KPC.
Cada vez es más frecuente la asociación de diferentes 
mecanismos de resistencia para la misma familia de 
antibióticos en una misma cepa. Esto hace que el per�l 
fenotípico sea difícil de interpretar y el tratamiento muy 
difícil de abordar.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario conocer los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar combinaciones terapéuticas más convenien-
tes evitando  fallas en los tratamientos y el uso indiscrimi-
nado de antibióticos y poder implementar a tiempo 
medidas de aislamiento de contacto y evitar la propa-
gación de estos microorganismos.
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pero no diferencia el tipo de carbapenemasa (no 
diferencia entre metaloenzimas y enzimas de clase 2f ) y 
se han observado resultados falsos negativos por la baja 
expresión de la carbapenemasa, sobre todo con cepas 
con MBL (como NDM - 1) y oxacilinasas. También se han 
comunicado falsos positivos con cepas productoras de 
CTX – M - 2 combinadas con impermeabilidad hasta un 
25 % de los casos y con las cepas hiperproductoras de 
AmpC. Asimismo, se ha discutido cuál es el carbapenem 
más adecuado, recomendándose la utilización de MEM y 
ERT. (20- 24)
En la guía CLSI M100 de 2018 esta prueba ha sido 
eliminada para la determinación de la producción de 
carbapenemasas en Enterobacteriaceae.
En cuanto a la sinergia con BOR,  permite inferir la 
presencia de KPC, pero tiene como gran limitación que el 
BOR inhibe también la AmpC de Enterobacter y Serratia, 
generando falsos positivos para esos microorganismos 
(aproximadamente 25 %) los cuales pueden diferenciarse 
usando discos combinados con un inhibidor de esa 
enzima como cloxacilina; en nuestro laboratorio no se 
realizó la prueba con cloxacilina por falta de insumo.
Los métodos basados en la inhibición por EDTA se utilizan 
para la detección de MBL. El EDTA es un compuesto que se 
une al centro activo de las enzimas de clase B de Ambler 
que contiene iones de Zn+2. La sensibilidad a aztreonam 
(AZT) en conjunto con resistencia a carbapenemes, sobre 
todo si se observa efecto sinérgico con EDTA, es sugestivo 
de metaloenzimas. La resistencia a AZT no descarta su 
presencia debido a la posibilidad de mecanismos 
secundarios (AmpC desrreprimida, BLEE, e�ujo). La gran 
limitación es que algunas bacterias pueden ser muy 
sensibles al EDTA (rompe las porinas) y da falsos (+) pero la 
ocurrencia de esto depende de que se produzca la MBL en 
grandes cantidades. (25)
Al realizarse las pruebas con�rmatorias con discos de BOR, 
cloxacilina y EDTA se consideran 2 posibilidades: 
a) Sensibilidad a cefalosporinas de 3º generación y 
sinergia con BOR pero no con EDTA ni con cloxacilina: 
probables enzimas del tipo Sme (Serratia marcescens), IMI 
o NMCA (Enterobacter) 
b) Resistencia a cefalosporinas de 3º generación: 
- Sinergia con BOR pero no con cloxacilina ni con EDTA: 
probable KPC 
- Sinergia con EDTA pero no con BOR  ni con cloxacilina: 
probable MBL. 
- Sinergia con BOR y con cloxacilina pero no con EDTA: 
AmpC 
- Falta de sinergia con BOR, cloxacilina y EDTA: probable 
BLEE o carbapenemasa del tipo OXA. 
Finalmente todos estos mecanismos requieren con�r-
mación molecular.  (9, 24)
La aplicación de estos métodos en la detección de MBLs 
está limitada a Kpn y E. coli, ya que no han sido sistemáti-
camente testados  en otras especies de enterobacterias. 
Kpn productora de MBL como enzima única, tiene 
resistencia a todos los betalactámicos menos a los 
monobactámicos (AZT).  (22, 26)
Algunos trabajos exponen la importacia de colocar ERT en 
el antibiograma de enterobacterias para detectar mecanis-

mos de resistencia que otros carbapenemes no detectan 
para luego indagar con las demás pruebas fenotípicas. (27)
Hay un aumento global de los casos de ERC detectados, 
principalmente  Kpn, seguida de Enterobacter spp. (18, 28) 
Esto coincide con nuestros hallazgos donde predomina 
Kpn seguida de E.coli y luego E. cloacae.
Kpn productora de carbapenemasa, es la ERC que tiene las 
tasas de morbi-mortalidad más altas, oscilando entre el 18 
y el 60 % y siendo más altas en pacientes con bacteriemia, 
internación prolongada, pacientes que recibieron 
antibióticos previamente y en pacientes críticos multi-in-
vadidos (ventilación mecánica, catéteres, etc.). El mal uso 
de los antibióticos explica, en parte, el aumento de las 
resistencias. Sólo en la primera década del milenio el 
consumo global en humanos creció el 40%. Las bacterias 
resistentes a los antibióticos son anteriores a los antibióti-
cos mismos y con el mal uso se favorece la selección de 
cepas resistentes. Se suma a esto el problema de  que la 
industria farmacéutica ha dejado de interesarse por el 
desarrollo de nuevos antibióticos, un trabajo demasiado 
costoso para la fabricación de unos medicamentos que 
quedan obsoletos en pocos años y que no generan 
su�cientes bene�cios. (29 - 32)
La KPC es codi�cada por el gen blaKPC, las más 
frecuentes son KPC-2 y KPC-3 generalmente codi�cada 
en plásmidos. Hidrolizan e�cientemente penicilinas, 
cefalosporinas, AZT, carbapenemes y no se inhiben por 
clavulánico, tazobactam o sulbactam. (32) Desde el año 
2001 se describe la aparición de KPC en varios lugares del 
mundo con un comportamiento endémico y epidémico. 
Su importancia radica en la capacidad que posee de 
trasmitir resistencia a todos los antibióticos β - lactámicos 
y a otras familias de antibióticos como aminoglucósidos 
y quinolonas limitando las opciones terapéuticas. En la 
mayoría de los casos conservan la sensibilidad a colistin y  
tigeciclina. Las medidas de detección y control de ERC 
son necesarias para limitar los casos y lograr un 
tratamiento adecuado. (34 - 39)
A pesar de que según la bibliografía la resistencia a 
carbapenemes más usual se debe a la combinación de 
BLEE más impermeabilidad o AmpC más impermeabilidad 
en nuestro caso predominó la combinación de BLEE con 
KPC que es la más complicada desde el punto de vista 
clínico. Las carbapenemasas que han emergido en nuestro 
país pertenecen a la clase  A de Ambler, grupo funcional 2f 
de Karen Bush. Estas comprenden enzimas del  tipo Sme, 
NMC A, IMI y KPC. Todas estas enzimas son inhibidas por 
ácido  clavulánico y tazobactam. A excepción de las de 
tipo KPC, hidrolizan e�cientemente IMI y MEM, penicilinas, 
cefalosporinas de primera generación y  AZT, pero no 
oximino cefalosporinas. (39, 40)
Tres casos presentaban positivismo en todas las pruebas 
fenotípicas utilizadas suponiendo la presencia simultánea 
de BLEE, KPC y MBL resultando algo inusual y complicado 
de tratar clínicamente. 
E. cloacae es un microorganismo ubicuo en la naturaleza 
que forma parte de la �ora intestinal en humanos, y en los 
últimos años se ha convertido en un importante patógeno 
asociado a infecciones de origen nosocomial, principal-
mente bacteriemia, infección respiratoria, del tracto 
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Figura 2. Distribución de microorganismos aislados en las distintas muestras.
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que son los β-lactámicos de mayor espectro, actividad,  
resistencia a las β-lactamasas y altamente potentes contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas 
cualidades hacen que sean imprescindibles en el 
tratamiento empírico donde se sospecha de un microor-
ganismo multirresistente, infecciones graves nosocomia-
les o cepas productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE). 
Los principales mecanismos de resistencia a carbapene-
mes en bacterias Gram negativas pueden surgir por 
disminución de la permeabilidad del antibiótico a través 
de la membrana externa  por disminución de la expresión 
de porinas, aumento de la expulsión activa del antibiótico 
por bombas de e�ujo o combinación de mecanismos 
como BLEE o cefalosporinasa AmpC (cromosómica o 
plasmídica) más impermeabilidad. Éstas son causas 
comunes de resistencia a carbapenemes, pero lo que 
genera mayor preocupación es la producción de enzimas 
β-lactamasa, en especial las carbapenemasas de tipo 
Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacilinasas (OXA) y 
metaloenzimas Nueva Dheli (NDM) (1-4). Estas enzimas son 
un problema de salud pública porque aumentan la 
mortalidad y la diseminación del plásmido que las codi�ca 
lo que favorece la formación de brotes nosocomiales, 
limitando las opciones terapéuticas y favoreciendo la 
aparición en los últimos años de patógenos panrresis-
tentes, es decir aquellos resistentes a todos los antibióti-
cos comercialmente disponibles frente a los que quedan 
pocas  posibilidades terapéuticas. Con la presión selectiva 
ejercida por el uso indiscriminado de los antibióticos, se 
pueden seleccionar bacterias multirresistentes (con 
resistencia a por lo menos 3 clases de antibióticos) donde 
una población de bacterias que está produciendo una 
infección y forma parte de la �ora normal,  puede coexistir 
con bacterias portadoras de algún gen de resistencia y al 
ser enfrentadas a un determinado antibiótico sobreviven, 
a su vez si estas bacterias tienen un mecanismo de 
resistencia codi�cado en un plásmido, este se puede 
transferir a otras especies de bacterias relacionadas. (5 - 10)
 Se estima que el 50%  de todos los antimicrobianos que 
se prescriben son innecesarios o se usan de manera 
inadecuada, por ejemplo en infecciones que no lo 
requieren, por la presión que ejercen los pacientes o sus 
familiares por desconocimiento, falta de pruebas apropia-
das de diagnóstico y uso con �nes no terapéuticos en 
animales destinados al consumo humano. (11)
El objetivo de este trabajo es investigar la presencia de 
mecanismos enzimáticos de resistencia a carbapenemes 
presentes en Enterobacterias multirresistentes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios del 
Hospital Córdoba en el período de Febrero – Noviembre 
de 2017.

Materiales y metodos
Estudio retrospectivo, observacional en cepas de entero-
bacterias con resistencia a carbapenemes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios que 
se atienden en nuestra Institución, hombres y mujeres 
entre 18 y 65 años de los cuales se recibe pedido médico 
en el Área de Supervisión de Microbiología del Servicio de 

Bioquímica del Hospital Córdoba durante el período 
febrero- noviembre de 2017.

Aislamiento bacteriano
Las muestras recibidas se procesaron de acuerdo al 
protocolo interno del laboratorio establecido para cada 
tipo de material.
Las pruebas de identi�cación y sensibilidad a los antimi-
crobianos se determinaron  a través de métodos automa-
tizados Vitek 2 Compact (Biomerieux, Marcy-l'Étoile 
Francia) y Phoenix 100 (Becton Dickson, EE.UU) los cuales 
se basan en la medición de versiones modi�cadas de las 
reacciones bioquímicas convencionales mediante 
sustratos cromogénicos o �uorescentes y también se 
utilizaron métodos manuales estandarizados. (12)
Para las pruebas de sensibilidad manuales se usó el 
Método de Kirby - Bauer por difusión en agar Müeller - 
Hinton (MH) y la interpretación se realizó de acuerdo a las 
Normas Clinical and Laboratory Stadards (CLSI) 2017.
Para con�rmar mecanismos de resistencia arrojados por el 
equipo o sospecha de los mismos se realizaron métodos 
manuales. Se consideraron cepas sospechosas de producir 
carbapenemasa cuándo los sistemas automatizados 
arrojaron valores de Concentraciones Inhibitorias Mínimas 
(CIM) de  ertapenem (ERT), imipenem (IMI) o meropenem 
(MEM) en el rango  resistencia según las recomendaciones 
del CLSI o que en el antibiograma manual expresaron 
resistencia a la mayoría de los antibióticos.
Las recomendaciones 2014 del Servicio de Antimicrobia-
nos del Instituto Malbrán, consta de distintos screenings 
para la sospecha de carbapenemasas, entre ellos los 
usados en este trabajo: 
Difusión: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≤22 mm, para 
Salmonella IMI (10 ug)  ≤24 mm  y para Proteus IMI (10 ug)  
≤ 22 mm y MEM (10 ug)  ≤ 27 mm.
Vitek 2C: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≥2 ug/ml + MEM 
(10 ug)  ≥1 ug/ml 
Phoenix: Klebsiella – Enterobacter - Serratia: IMI (10 ug)  ≥
2 ug/ml y otras enterobacterias: ERT (10 ug)  ≥1 ug/ml. 
A partir de estos resultados positivos se debe realizar la 
con�rmación con discos de ácido borónico 300 ug(BOR), 
cloxacilina y quelantes de Zn como el EDTA. En nuestro 
caso se utilizó BOR, EDTA y Test de Hodge modi�cado.
Para detectar  BLEE se realizaron dos técnicas manuales, 
en una se colocó un disco de Amoxicilina – clavulánico 20 
/10 ug (AMC) entre discos de Ceftazidima 30 ug (CAZ) y 
Cefotaxima 30 ug (CTX) enfrentados a 27 mm borde a 
borde, observando el efecto “huevo” entre ellos y con la 
otra técnica se determinó la diferencia de halo entre 
discos de CTX / CTX - clavulánico 30 / 10 ug y CAZ / CAZ – 
clavulánico 30 / 10 ug, una diferencia mayor a 5mm 
implica la presencia de BLEE.
 Para con�rmar la presencia de  KPC, se realizó prueba por 
difusión colocando un disco de BOR entre los discos de IMI 
y MEM enfrentados a  15mm (centro a centro) con sinergia 
positiva. También se realizó el Test de Hodge modi�cado 
con tritón que consiste en el agregado y distribución de  
50 microlitros de Triton X - 100 en la super�cie de la placa 
de MH, se colocó en estufa a  35º C hasta su absorción 
completa y posteriormente se sembró una  suspensión de 

nación de mecanismos de resistencia BLEE + KPC, en 
E.cloacae  probable NMC-A ó IMI y en E.coli combinación 
de probable BLEE más KPC.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario saber los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar una terapia adecuada.

Introducción
La resistencia a los antibióticos es la capacidad de un 
microorganismo de resistir la acción de un antimicrobia-
no. Esta resistencia puede ser natural (intrínseca) o  
adquirida (secundaria). La intrínseca se observa en todas 
las cepas de la misma especie y/o género, es una 
característica estable y de transmisión vertical (sólo a 
células hijas). Con la resistencia adquirida las bacterias se 
tornan resistentes a un antibiótico al que previamente 
eran sensibles, ya sea por mutaciones o por intercambio 
de material genético (plásmidos o transposones), la 
transmisión  puede ser vertical u horizontal (entre 
miembros de la misma especie o diferente). 
En este trabajo se hace referencia a los carbapenemes, 

turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la cepa 
indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922) la cual se 
siembra por inundación en la placa. Se colocó en el centro 
de la placa un disco de MEM y con un ansa estéril se 
tomaron de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco de la cepa 
en estudio y se realizó una estría desde el borde del disco 
hacia la periferia de la placa, se incubó la placa en 
aerobiosis a 35 ºC durante 16 - 18 horas. El test es positivo 
cuando hay sobrecrecimiento de la cepa en estudio hasta 
el borde del disco. La sinergia de carbapenemes con 
discos de EDTA sirve para determinar la presencia de 
metalo – β - lactamasa (MBL, grupo 3). Para la misma se 
colocó el disco del quelante entre IMI y MEM a una 
distancia de 1,5 cm de borde a borde y se consideraron 
positivos los tests que muestran apertura de los halos de 
inhibición del carbapenem hacia el quelante y negativos 
aquéllos en los que solo se formen “túneles”.
El control de calidad se realiza utilizando cepas de 
referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 
25922,  Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 700603.
Los resultados fueron documentados en una base de 
datos de Excel Microsoft O�ce.

Resultados
En el período de febrero- noviembre de 2017 se obtuvo un 
total de 94 cepas de diversos materiales en donde los 
microorganismos aislados presentaron resistencia a uno o 
más carbapenemes. En la Figura I se representa la cantidad 
y tipo de muestra, observandose predominio de muestras 
de orina, obtenidas a través de catéter, nefrostomías o 
chorro medio. Figura 1. 
Dentro de los microorganismos aislados predominó Kpn, en 
segundo lugar E.cloacae y por último E.coli. En la Figura II se 
observa el nombre y número de  microorganismos aislados 
en las distintas muestras. Figura 2. 
Se evaluaron los mecanismos de resistencia de cada 
microorganismo teniendo en cuenta los resultados de las 
pruebas fenotípicas observándose que en Kpn predomina 
(58 / 83 aislamientos) el mecanismo BLEE + KPC que con�ere 
resistencia a carbapenemes. La mayoría de estos pacientes 
estaban internados en los Servicios de la Unidad de Cuidados 
Intermedios (UCI) y Unidad de Terapia Intensiva (UTI). En 3 
aislamientos se evidenció positividad conjunta en las 
sinergias con BOR y EDTA, dos de estas cepas pertenecían al 
mismo paciente y las muestras fueron de orina chorro medio 
tomadas el mismo mes. El tercer aislamiento pertenecía a 
una muestra de orina chorro medio de un paciente con 
antecedentes de Kpn KPC (+). Ambos pacientes hospitaliza-
dos y atendidos por el Servicio de Nefrología. En tres 
aislamientos (3/83) se observó sinergia en todas las pruebas, 
coexistiendo en forma probable BLEE  con KPC y con MBL. En 
la Tabla 1 se observan las resistencias antibióticas más 
relevantes. Tabla 1. 
En los resultados de pruebas fenotípicas para E.cloacae se 
observó predominio de probable NMC-A ó IMI (2 / 5 
aislamientos). Distintos pacientes, uno hospitalizado y 
otro ambulatorio. El per�l de sensibilidad se muestra en la 

Tabla 2.
Con las pruebas fenotípicas para E.coli se pudo ver que 
predominó una combinación de mecanismos de resisten-
cia, probable BLEE más KPC (3/6 aislamientos). Dos de 
ellos pertenecientes a un mismo paciente atendido por 
consultorio externo. La interpretación de la sensibidad a 
los antibióticos se puede ver en la Tabla 3.

Discusión
La detección de un paciente con infecciones producidas 
por enterobacterias resistentes a los carbapenemes (ERC) 
reduce las opciones terapéuticas y promueve el inicio de 
combinaciones de antibióticos, algunos de alta toxicidad y 
la aplicación de medidas de prevención y aislamiento de 
contacto, por lo cual su sospecha y con�rmación son 
fundamentales para reducir la mortalidad y la expansión 
de estos microorganismos. Uno de los tratamientos de 
elección es el colistin pero ya han aparecido ERC 
resistentes a éste limitando aún más el tratamiento 
óptimo. (10, 13 - 16)
En el análisis de ERC aisladas de distintos tipos de 
muestras el  microorganismo mayormente aislado fue Kpn 
(83/94 cepas ) lo que concuerda con algunos trabajos 
donde se expone que, actualmente,  Kpn KPC es la especie 
de ERC más frecuentemente encontrada. En Argentina, el 
primer caso se describe en el año 2006. (10,17)

Desde el Laboratorio de Microbiología es importante la 
detección ERC y supone un reto ya que estas enzimas 
tienen diferentes y variables grados de expresión in vitro, 
que en ocasiones generan CIM consideradas sensibles a 
algunos carbapenemes, di�cultando su detección, 
especialmente cuando se emplean sistemas automatiza-
dos. (18)  Cuando estos equipos o el antibiograma manual 
hacen sospechar de la presencia de una carbapenemasa a 
través de la sensibilidad disminuida o resistencia a las 
cefalosporinas de amplio espectro o carbapenemes o 
cepas en donde los valores de CIM de los carbapenemes 
se incrementan por encima de los correspondientes 
puntos de corte epidemiológicos (que separan las 
poblaciones salvajes de aquellas que presentan mecanis-
mos de resistencia), es necesario la con�rmación y 
diferenciación con otros mecanismos de resistencia o 
combinaciones de éstos, ya que no es igual la expresión 
de una carbapenemasa en Pseudomonas aeruginosa o en 
Acinetobacter baumannii que en E. coli, Kpn o E. cloacae. 
Cada una de estas especies tiene sus peculiaridades 
fenotípicas naturales que deben ser contempladas. (19). 
Los métodos de referencia como el ensayo espectrofo-
tométrico o biología molecular  no está siempre al alcance 
de todos los laboratorios, por lo que se han propuesto 
métodos biológicos (bioensayos) sencillos que permiten 
su detección. Dentro de los métodos usados en este 
trabajo se realizaron pruebas fenotípicas de inhibición con 
EDTA, BOR y ácido clavulánico mediante difusión en agar, 
así como el test de Hodge modi�cado con disco de MEM 
que permite una detección  mejorada de carbapenemasas 
de importancia clínica y se puede realizar en todos los 
bacilos Gram negativos. Este test a pesar de su sencillez 
tiene algunas limitaciones, posee una sensibilidad elevada 

urinario y abdominal.  La producción de carbapenemasas 
es poco frecuente en este microorganismo, aunque hay 
una creciente preocupación por su aparición y su rápida 
diseminación (41 - 44). Poseen resistencia natural a través de 
una AmpC cromosómica inducible, que normalmente 
causa resistencia a ampicilina, ampicilina - sulbactam, 
cefalotina, CTX. Pero  puede desrreprimirse sumando 
resistencia a cefalosporinas de tercera generación y AZT. 
La combinación de AmpC desreprimida (E.aerogenes,  
E.cloacae, Citrobacter freundii) más impermeabilidad 
también pueden llevar a la resistencia a carbapenemes en 
enterobacterias. (45)
En nuestro caso predominó la presencia de probable 
NMC-A ó IMI, que es una carbapenemasa  clase A de 
Ambler. 
E.coli posee  AmpC cromosómica, sin embargo la 
expresión de esta enzima es mínima debido a que este 
microorganismo carece del promotor natural (Amp-R ).En 
su forma natural o salvaje se expresa a nivel muy bajo y no 
con�ere resistencia de trascendencia clínica (46 - 48)
Lo más común dentro de sus mecanismos de resistencia 
adquiridos son las BLEE CTX-M, muy diseminadas en la 
actualidad por el mundo en enterobacterias que colonizan 
el intestino, siendo E. coli  la enterobacteria intestinal 
comensal (también  patógena) más abundante en el 
intestino.  (48 - 50) Hay pocos casos en la literatura de BLEE + 
carbapenemasas.
También se aislaron cepas con BLEE. La familia de 
Enterobacterias productoras de BLEE son una causa 
importante de infecciones nosocomiales. Dentro de este 
grupo  E. coli es causa frecuente  de infección del tracto 
urinario de la comunidad y nosocomial, mientras que 
Klebsiella spp y Enterobacter spp son causa importante  
de infecciones asociadas a la atención de la salud. Las 
localizaciones más frecuentes fueron neumonía nosoco-
mial, bacteriemia e infecciones intraabdominales. (34)
 
Conclusion
Con los resultados de las pruebas fenotípicas se observó 
que en Kpn predominó la combinación de mecanismos de 
resistencia BLEE + KPC, en E. cloacae  probable NMC-A ó 
IMI y en E.coli combinación de probable BLEE más KPC.
Cada vez es más frecuente la asociación de diferentes 
mecanismos de resistencia para la misma familia de 
antibióticos en una misma cepa. Esto hace que el per�l 
fenotípico sea difícil de interpretar y el tratamiento muy 
difícil de abordar.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario conocer los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar combinaciones terapéuticas más convenien-
tes evitando  fallas en los tratamientos y el uso indiscrimi-
nado de antibióticos y poder implementar a tiempo 
medidas de aislamiento de contacto y evitar la propa-
gación de estos microorganismos.
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pero no diferencia el tipo de carbapenemasa (no 
diferencia entre metaloenzimas y enzimas de clase 2f ) y 
se han observado resultados falsos negativos por la baja 
expresión de la carbapenemasa, sobre todo con cepas 
con MBL (como NDM - 1) y oxacilinasas. También se han 
comunicado falsos positivos con cepas productoras de 
CTX – M - 2 combinadas con impermeabilidad hasta un 
25 % de los casos y con las cepas hiperproductoras de 
AmpC. Asimismo, se ha discutido cuál es el carbapenem 
más adecuado, recomendándose la utilización de MEM y 
ERT. (20- 24)
En la guía CLSI M100 de 2018 esta prueba ha sido 
eliminada para la determinación de la producción de 
carbapenemasas en Enterobacteriaceae.
En cuanto a la sinergia con BOR,  permite inferir la 
presencia de KPC, pero tiene como gran limitación que el 
BOR inhibe también la AmpC de Enterobacter y Serratia, 
generando falsos positivos para esos microorganismos 
(aproximadamente 25 %) los cuales pueden diferenciarse 
usando discos combinados con un inhibidor de esa 
enzima como cloxacilina; en nuestro laboratorio no se 
realizó la prueba con cloxacilina por falta de insumo.
Los métodos basados en la inhibición por EDTA se utilizan 
para la detección de MBL. El EDTA es un compuesto que se 
une al centro activo de las enzimas de clase B de Ambler 
que contiene iones de Zn+2. La sensibilidad a aztreonam 
(AZT) en conjunto con resistencia a carbapenemes, sobre 
todo si se observa efecto sinérgico con EDTA, es sugestivo 
de metaloenzimas. La resistencia a AZT no descarta su 
presencia debido a la posibilidad de mecanismos 
secundarios (AmpC desrreprimida, BLEE, e�ujo). La gran 
limitación es que algunas bacterias pueden ser muy 
sensibles al EDTA (rompe las porinas) y da falsos (+) pero la 
ocurrencia de esto depende de que se produzca la MBL en 
grandes cantidades. (25)
Al realizarse las pruebas con�rmatorias con discos de BOR, 
cloxacilina y EDTA se consideran 2 posibilidades: 
a) Sensibilidad a cefalosporinas de 3º generación y 
sinergia con BOR pero no con EDTA ni con cloxacilina: 
probables enzimas del tipo Sme (Serratia marcescens), IMI 
o NMCA (Enterobacter) 
b) Resistencia a cefalosporinas de 3º generación: 
- Sinergia con BOR pero no con cloxacilina ni con EDTA: 
probable KPC 
- Sinergia con EDTA pero no con BOR  ni con cloxacilina: 
probable MBL. 
- Sinergia con BOR y con cloxacilina pero no con EDTA: 
AmpC 
- Falta de sinergia con BOR, cloxacilina y EDTA: probable 
BLEE o carbapenemasa del tipo OXA. 
Finalmente todos estos mecanismos requieren con�r-
mación molecular.  (9, 24)
La aplicación de estos métodos en la detección de MBLs 
está limitada a Kpn y E. coli, ya que no han sido sistemáti-
camente testados  en otras especies de enterobacterias. 
Kpn productora de MBL como enzima única, tiene 
resistencia a todos los betalactámicos menos a los 
monobactámicos (AZT).  (22, 26)
Algunos trabajos exponen la importacia de colocar ERT en 
el antibiograma de enterobacterias para detectar mecanis-

mos de resistencia que otros carbapenemes no detectan 
para luego indagar con las demás pruebas fenotípicas. (27)
Hay un aumento global de los casos de ERC detectados, 
principalmente  Kpn, seguida de Enterobacter spp. (18, 28) 
Esto coincide con nuestros hallazgos donde predomina 
Kpn seguida de E.coli y luego E. cloacae.
Kpn productora de carbapenemasa, es la ERC que tiene las 
tasas de morbi-mortalidad más altas, oscilando entre el 18 
y el 60 % y siendo más altas en pacientes con bacteriemia, 
internación prolongada, pacientes que recibieron 
antibióticos previamente y en pacientes críticos multi-in-
vadidos (ventilación mecánica, catéteres, etc.). El mal uso 
de los antibióticos explica, en parte, el aumento de las 
resistencias. Sólo en la primera década del milenio el 
consumo global en humanos creció el 40%. Las bacterias 
resistentes a los antibióticos son anteriores a los antibióti-
cos mismos y con el mal uso se favorece la selección de 
cepas resistentes. Se suma a esto el problema de  que la 
industria farmacéutica ha dejado de interesarse por el 
desarrollo de nuevos antibióticos, un trabajo demasiado 
costoso para la fabricación de unos medicamentos que 
quedan obsoletos en pocos años y que no generan 
su�cientes bene�cios. (29 - 32)
La KPC es codi�cada por el gen blaKPC, las más 
frecuentes son KPC-2 y KPC-3 generalmente codi�cada 
en plásmidos. Hidrolizan e�cientemente penicilinas, 
cefalosporinas, AZT, carbapenemes y no se inhiben por 
clavulánico, tazobactam o sulbactam. (32) Desde el año 
2001 se describe la aparición de KPC en varios lugares del 
mundo con un comportamiento endémico y epidémico. 
Su importancia radica en la capacidad que posee de 
trasmitir resistencia a todos los antibióticos β - lactámicos 
y a otras familias de antibióticos como aminoglucósidos 
y quinolonas limitando las opciones terapéuticas. En la 
mayoría de los casos conservan la sensibilidad a colistin y  
tigeciclina. Las medidas de detección y control de ERC 
son necesarias para limitar los casos y lograr un 
tratamiento adecuado. (34 - 39)
A pesar de que según la bibliografía la resistencia a 
carbapenemes más usual se debe a la combinación de 
BLEE más impermeabilidad o AmpC más impermeabilidad 
en nuestro caso predominó la combinación de BLEE con 
KPC que es la más complicada desde el punto de vista 
clínico. Las carbapenemasas que han emergido en nuestro 
país pertenecen a la clase  A de Ambler, grupo funcional 2f 
de Karen Bush. Estas comprenden enzimas del  tipo Sme, 
NMC A, IMI y KPC. Todas estas enzimas son inhibidas por 
ácido  clavulánico y tazobactam. A excepción de las de 
tipo KPC, hidrolizan e�cientemente IMI y MEM, penicilinas, 
cefalosporinas de primera generación y  AZT, pero no 
oximino cefalosporinas. (39, 40)
Tres casos presentaban positivismo en todas las pruebas 
fenotípicas utilizadas suponiendo la presencia simultánea 
de BLEE, KPC y MBL resultando algo inusual y complicado 
de tratar clínicamente. 
E. cloacae es un microorganismo ubicuo en la naturaleza 
que forma parte de la �ora intestinal en humanos, y en los 
últimos años se ha convertido en un importante patógeno 
asociado a infecciones de origen nosocomial, principal-
mente bacteriemia, infección respiratoria, del tracto 
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Tabla 1. Número de aislamientos que presentaron el mismo per�l de resistencia a antibióticos 
más relevantes en  Kpn.

12

       N de AMS CTX CAZ FEP TAZ FOX ERT IMI MEM BLEE Sinergia Sinergia Test de Mecanismo
aislamientos           con EDTA con BOR HOGDE

        58  R R R R R R R R R + - + + Probable
               BLEE + KPC

        3  R R R R R R R R R + + + + Probable BLEE
               + KPC + MBL
        Referencia: S: sensible             R: resistente

Tabla  2.  Per�l de sensibilidad para E. cloacae

Número de aislamientos AMS CTX CAZ FEP ERT IMI MEM BLEE  Sinergia con EDTA Sinergia con BOR Test de HOGDE Mecanismo

                       2 R R R R R R R - - + + Probable
            NMC-A ó IMI

Referencia: S: sensible             R: resistente

Tabla 3. Interpretación de las sensibilidades que predominaron en los aislamientos de E.coli. 

Número de aislamientos AM AMS CTX CAZ FEP ERT IMI MEM FOX BLEE Sinergia con EDTA Sinergia con BOR Test de HOGDE Mecanismo

                       3 R R R R R R R R R + - + + Probable BLEE  
              + KPC
Referencia: S: sensible             R: resistente
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que son los β-lactámicos de mayor espectro, actividad,  
resistencia a las β-lactamasas y altamente potentes contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas 
cualidades hacen que sean imprescindibles en el 
tratamiento empírico donde se sospecha de un microor-
ganismo multirresistente, infecciones graves nosocomia-
les o cepas productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE). 
Los principales mecanismos de resistencia a carbapene-
mes en bacterias Gram negativas pueden surgir por 
disminución de la permeabilidad del antibiótico a través 
de la membrana externa  por disminución de la expresión 
de porinas, aumento de la expulsión activa del antibiótico 
por bombas de e�ujo o combinación de mecanismos 
como BLEE o cefalosporinasa AmpC (cromosómica o 
plasmídica) más impermeabilidad. Éstas son causas 
comunes de resistencia a carbapenemes, pero lo que 
genera mayor preocupación es la producción de enzimas 
β-lactamasa, en especial las carbapenemasas de tipo 
Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacilinasas (OXA) y 
metaloenzimas Nueva Dheli (NDM) (1-4). Estas enzimas son 
un problema de salud pública porque aumentan la 
mortalidad y la diseminación del plásmido que las codi�ca 
lo que favorece la formación de brotes nosocomiales, 
limitando las opciones terapéuticas y favoreciendo la 
aparición en los últimos años de patógenos panrresis-
tentes, es decir aquellos resistentes a todos los antibióti-
cos comercialmente disponibles frente a los que quedan 
pocas  posibilidades terapéuticas. Con la presión selectiva 
ejercida por el uso indiscriminado de los antibióticos, se 
pueden seleccionar bacterias multirresistentes (con 
resistencia a por lo menos 3 clases de antibióticos) donde 
una población de bacterias que está produciendo una 
infección y forma parte de la �ora normal,  puede coexistir 
con bacterias portadoras de algún gen de resistencia y al 
ser enfrentadas a un determinado antibiótico sobreviven, 
a su vez si estas bacterias tienen un mecanismo de 
resistencia codi�cado en un plásmido, este se puede 
transferir a otras especies de bacterias relacionadas. (5 - 10)
 Se estima que el 50%  de todos los antimicrobianos que 
se prescriben son innecesarios o se usan de manera 
inadecuada, por ejemplo en infecciones que no lo 
requieren, por la presión que ejercen los pacientes o sus 
familiares por desconocimiento, falta de pruebas apropia-
das de diagnóstico y uso con �nes no terapéuticos en 
animales destinados al consumo humano. (11)
El objetivo de este trabajo es investigar la presencia de 
mecanismos enzimáticos de resistencia a carbapenemes 
presentes en Enterobacterias multirresistentes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios del 
Hospital Córdoba en el período de Febrero – Noviembre 
de 2017.

Materiales y metodos
Estudio retrospectivo, observacional en cepas de entero-
bacterias con resistencia a carbapenemes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios que 
se atienden en nuestra Institución, hombres y mujeres 
entre 18 y 65 años de los cuales se recibe pedido médico 
en el Área de Supervisión de Microbiología del Servicio de 

Bioquímica del Hospital Córdoba durante el período 
febrero- noviembre de 2017.

Aislamiento bacteriano
Las muestras recibidas se procesaron de acuerdo al 
protocolo interno del laboratorio establecido para cada 
tipo de material.
Las pruebas de identi�cación y sensibilidad a los antimi-
crobianos se determinaron  a través de métodos automa-
tizados Vitek 2 Compact (Biomerieux, Marcy-l'Étoile 
Francia) y Phoenix 100 (Becton Dickson, EE.UU) los cuales 
se basan en la medición de versiones modi�cadas de las 
reacciones bioquímicas convencionales mediante 
sustratos cromogénicos o �uorescentes y también se 
utilizaron métodos manuales estandarizados. (12)
Para las pruebas de sensibilidad manuales se usó el 
Método de Kirby - Bauer por difusión en agar Müeller - 
Hinton (MH) y la interpretación se realizó de acuerdo a las 
Normas Clinical and Laboratory Stadards (CLSI) 2017.
Para con�rmar mecanismos de resistencia arrojados por el 
equipo o sospecha de los mismos se realizaron métodos 
manuales. Se consideraron cepas sospechosas de producir 
carbapenemasa cuándo los sistemas automatizados 
arrojaron valores de Concentraciones Inhibitorias Mínimas 
(CIM) de  ertapenem (ERT), imipenem (IMI) o meropenem 
(MEM) en el rango  resistencia según las recomendaciones 
del CLSI o que en el antibiograma manual expresaron 
resistencia a la mayoría de los antibióticos.
Las recomendaciones 2014 del Servicio de Antimicrobia-
nos del Instituto Malbrán, consta de distintos screenings 
para la sospecha de carbapenemasas, entre ellos los 
usados en este trabajo: 
Difusión: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≤22 mm, para 
Salmonella IMI (10 ug)  ≤24 mm  y para Proteus IMI (10 ug)  
≤ 22 mm y MEM (10 ug)  ≤ 27 mm.
Vitek 2C: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≥2 ug/ml + MEM 
(10 ug)  ≥1 ug/ml 
Phoenix: Klebsiella – Enterobacter - Serratia: IMI (10 ug)  ≥
2 ug/ml y otras enterobacterias: ERT (10 ug)  ≥1 ug/ml. 
A partir de estos resultados positivos se debe realizar la 
con�rmación con discos de ácido borónico 300 ug(BOR), 
cloxacilina y quelantes de Zn como el EDTA. En nuestro 
caso se utilizó BOR, EDTA y Test de Hodge modi�cado.
Para detectar  BLEE se realizaron dos técnicas manuales, 
en una se colocó un disco de Amoxicilina – clavulánico 20 
/10 ug (AMC) entre discos de Ceftazidima 30 ug (CAZ) y 
Cefotaxima 30 ug (CTX) enfrentados a 27 mm borde a 
borde, observando el efecto “huevo” entre ellos y con la 
otra técnica se determinó la diferencia de halo entre 
discos de CTX / CTX - clavulánico 30 / 10 ug y CAZ / CAZ – 
clavulánico 30 / 10 ug, una diferencia mayor a 5mm 
implica la presencia de BLEE.
 Para con�rmar la presencia de  KPC, se realizó prueba por 
difusión colocando un disco de BOR entre los discos de IMI 
y MEM enfrentados a  15mm (centro a centro) con sinergia 
positiva. También se realizó el Test de Hodge modi�cado 
con tritón que consiste en el agregado y distribución de  
50 microlitros de Triton X - 100 en la super�cie de la placa 
de MH, se colocó en estufa a  35º C hasta su absorción 
completa y posteriormente se sembró una  suspensión de 

nación de mecanismos de resistencia BLEE + KPC, en 
E.cloacae  probable NMC-A ó IMI y en E.coli combinación 
de probable BLEE más KPC.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario saber los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar una terapia adecuada.

Introducción
La resistencia a los antibióticos es la capacidad de un 
microorganismo de resistir la acción de un antimicrobia-
no. Esta resistencia puede ser natural (intrínseca) o  
adquirida (secundaria). La intrínseca se observa en todas 
las cepas de la misma especie y/o género, es una 
característica estable y de transmisión vertical (sólo a 
células hijas). Con la resistencia adquirida las bacterias se 
tornan resistentes a un antibiótico al que previamente 
eran sensibles, ya sea por mutaciones o por intercambio 
de material genético (plásmidos o transposones), la 
transmisión  puede ser vertical u horizontal (entre 
miembros de la misma especie o diferente). 
En este trabajo se hace referencia a los carbapenemes, 

turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la cepa 
indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922) la cual se 
siembra por inundación en la placa. Se colocó en el centro 
de la placa un disco de MEM y con un ansa estéril se 
tomaron de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco de la cepa 
en estudio y se realizó una estría desde el borde del disco 
hacia la periferia de la placa, se incubó la placa en 
aerobiosis a 35 ºC durante 16 - 18 horas. El test es positivo 
cuando hay sobrecrecimiento de la cepa en estudio hasta 
el borde del disco. La sinergia de carbapenemes con 
discos de EDTA sirve para determinar la presencia de 
metalo – β - lactamasa (MBL, grupo 3). Para la misma se 
colocó el disco del quelante entre IMI y MEM a una 
distancia de 1,5 cm de borde a borde y se consideraron 
positivos los tests que muestran apertura de los halos de 
inhibición del carbapenem hacia el quelante y negativos 
aquéllos en los que solo se formen “túneles”.
El control de calidad se realiza utilizando cepas de 
referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 
25922,  Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 700603.
Los resultados fueron documentados en una base de 
datos de Excel Microsoft O�ce.

Resultados
En el período de febrero- noviembre de 2017 se obtuvo un 
total de 94 cepas de diversos materiales en donde los 
microorganismos aislados presentaron resistencia a uno o 
más carbapenemes. En la Figura I se representa la cantidad 
y tipo de muestra, observandose predominio de muestras 
de orina, obtenidas a través de catéter, nefrostomías o 
chorro medio. Figura 1. 
Dentro de los microorganismos aislados predominó Kpn, en 
segundo lugar E.cloacae y por último E.coli. En la Figura II se 
observa el nombre y número de  microorganismos aislados 
en las distintas muestras. Figura 2. 
Se evaluaron los mecanismos de resistencia de cada 
microorganismo teniendo en cuenta los resultados de las 
pruebas fenotípicas observándose que en Kpn predomina 
(58 / 83 aislamientos) el mecanismo BLEE + KPC que con�ere 
resistencia a carbapenemes. La mayoría de estos pacientes 
estaban internados en los Servicios de la Unidad de Cuidados 
Intermedios (UCI) y Unidad de Terapia Intensiva (UTI). En 3 
aislamientos se evidenció positividad conjunta en las 
sinergias con BOR y EDTA, dos de estas cepas pertenecían al 
mismo paciente y las muestras fueron de orina chorro medio 
tomadas el mismo mes. El tercer aislamiento pertenecía a 
una muestra de orina chorro medio de un paciente con 
antecedentes de Kpn KPC (+). Ambos pacientes hospitaliza-
dos y atendidos por el Servicio de Nefrología. En tres 
aislamientos (3/83) se observó sinergia en todas las pruebas, 
coexistiendo en forma probable BLEE  con KPC y con MBL. En 
la Tabla 1 se observan las resistencias antibióticas más 
relevantes. Tabla 1. 
En los resultados de pruebas fenotípicas para E.cloacae se 
observó predominio de probable NMC-A ó IMI (2 / 5 
aislamientos). Distintos pacientes, uno hospitalizado y 
otro ambulatorio. El per�l de sensibilidad se muestra en la 

Tabla 2.
Con las pruebas fenotípicas para E.coli se pudo ver que 
predominó una combinación de mecanismos de resisten-
cia, probable BLEE más KPC (3/6 aislamientos). Dos de 
ellos pertenecientes a un mismo paciente atendido por 
consultorio externo. La interpretación de la sensibidad a 
los antibióticos se puede ver en la Tabla 3.

Discusión
La detección de un paciente con infecciones producidas 
por enterobacterias resistentes a los carbapenemes (ERC) 
reduce las opciones terapéuticas y promueve el inicio de 
combinaciones de antibióticos, algunos de alta toxicidad y 
la aplicación de medidas de prevención y aislamiento de 
contacto, por lo cual su sospecha y con�rmación son 
fundamentales para reducir la mortalidad y la expansión 
de estos microorganismos. Uno de los tratamientos de 
elección es el colistin pero ya han aparecido ERC 
resistentes a éste limitando aún más el tratamiento 
óptimo. (10, 13 - 16)
En el análisis de ERC aisladas de distintos tipos de 
muestras el  microorganismo mayormente aislado fue Kpn 
(83/94 cepas ) lo que concuerda con algunos trabajos 
donde se expone que, actualmente,  Kpn KPC es la especie 
de ERC más frecuentemente encontrada. En Argentina, el 
primer caso se describe en el año 2006. (10,17)

Desde el Laboratorio de Microbiología es importante la 
detección ERC y supone un reto ya que estas enzimas 
tienen diferentes y variables grados de expresión in vitro, 
que en ocasiones generan CIM consideradas sensibles a 
algunos carbapenemes, di�cultando su detección, 
especialmente cuando se emplean sistemas automatiza-
dos. (18)  Cuando estos equipos o el antibiograma manual 
hacen sospechar de la presencia de una carbapenemasa a 
través de la sensibilidad disminuida o resistencia a las 
cefalosporinas de amplio espectro o carbapenemes o 
cepas en donde los valores de CIM de los carbapenemes 
se incrementan por encima de los correspondientes 
puntos de corte epidemiológicos (que separan las 
poblaciones salvajes de aquellas que presentan mecanis-
mos de resistencia), es necesario la con�rmación y 
diferenciación con otros mecanismos de resistencia o 
combinaciones de éstos, ya que no es igual la expresión 
de una carbapenemasa en Pseudomonas aeruginosa o en 
Acinetobacter baumannii que en E. coli, Kpn o E. cloacae. 
Cada una de estas especies tiene sus peculiaridades 
fenotípicas naturales que deben ser contempladas. (19). 
Los métodos de referencia como el ensayo espectrofo-
tométrico o biología molecular  no está siempre al alcance 
de todos los laboratorios, por lo que se han propuesto 
métodos biológicos (bioensayos) sencillos que permiten 
su detección. Dentro de los métodos usados en este 
trabajo se realizaron pruebas fenotípicas de inhibición con 
EDTA, BOR y ácido clavulánico mediante difusión en agar, 
así como el test de Hodge modi�cado con disco de MEM 
que permite una detección  mejorada de carbapenemasas 
de importancia clínica y se puede realizar en todos los 
bacilos Gram negativos. Este test a pesar de su sencillez 
tiene algunas limitaciones, posee una sensibilidad elevada 

urinario y abdominal.  La producción de carbapenemasas 
es poco frecuente en este microorganismo, aunque hay 
una creciente preocupación por su aparición y su rápida 
diseminación (41 - 44). Poseen resistencia natural a través de 
una AmpC cromosómica inducible, que normalmente 
causa resistencia a ampicilina, ampicilina - sulbactam, 
cefalotina, CTX. Pero  puede desrreprimirse sumando 
resistencia a cefalosporinas de tercera generación y AZT. 
La combinación de AmpC desreprimida (E.aerogenes,  
E.cloacae, Citrobacter freundii) más impermeabilidad 
también pueden llevar a la resistencia a carbapenemes en 
enterobacterias. (45)
En nuestro caso predominó la presencia de probable 
NMC-A ó IMI, que es una carbapenemasa  clase A de 
Ambler. 
E.coli posee  AmpC cromosómica, sin embargo la 
expresión de esta enzima es mínima debido a que este 
microorganismo carece del promotor natural (Amp-R ).En 
su forma natural o salvaje se expresa a nivel muy bajo y no 
con�ere resistencia de trascendencia clínica (46 - 48)
Lo más común dentro de sus mecanismos de resistencia 
adquiridos son las BLEE CTX-M, muy diseminadas en la 
actualidad por el mundo en enterobacterias que colonizan 
el intestino, siendo E. coli  la enterobacteria intestinal 
comensal (también  patógena) más abundante en el 
intestino.  (48 - 50) Hay pocos casos en la literatura de BLEE + 
carbapenemasas.
También se aislaron cepas con BLEE. La familia de 
Enterobacterias productoras de BLEE son una causa 
importante de infecciones nosocomiales. Dentro de este 
grupo  E. coli es causa frecuente  de infección del tracto 
urinario de la comunidad y nosocomial, mientras que 
Klebsiella spp y Enterobacter spp son causa importante  
de infecciones asociadas a la atención de la salud. Las 
localizaciones más frecuentes fueron neumonía nosoco-
mial, bacteriemia e infecciones intraabdominales. (34)
 
Conclusion
Con los resultados de las pruebas fenotípicas se observó 
que en Kpn predominó la combinación de mecanismos de 
resistencia BLEE + KPC, en E. cloacae  probable NMC-A ó 
IMI y en E.coli combinación de probable BLEE más KPC.
Cada vez es más frecuente la asociación de diferentes 
mecanismos de resistencia para la misma familia de 
antibióticos en una misma cepa. Esto hace que el per�l 
fenotípico sea difícil de interpretar y el tratamiento muy 
difícil de abordar.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario conocer los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar combinaciones terapéuticas más convenien-
tes evitando  fallas en los tratamientos y el uso indiscrimi-
nado de antibióticos y poder implementar a tiempo 
medidas de aislamiento de contacto y evitar la propa-
gación de estos microorganismos.
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pero no diferencia el tipo de carbapenemasa (no 
diferencia entre metaloenzimas y enzimas de clase 2f ) y 
se han observado resultados falsos negativos por la baja 
expresión de la carbapenemasa, sobre todo con cepas 
con MBL (como NDM - 1) y oxacilinasas. También se han 
comunicado falsos positivos con cepas productoras de 
CTX – M - 2 combinadas con impermeabilidad hasta un 
25 % de los casos y con las cepas hiperproductoras de 
AmpC. Asimismo, se ha discutido cuál es el carbapenem 
más adecuado, recomendándose la utilización de MEM y 
ERT. (20- 24)
En la guía CLSI M100 de 2018 esta prueba ha sido 
eliminada para la determinación de la producción de 
carbapenemasas en Enterobacteriaceae.
En cuanto a la sinergia con BOR,  permite inferir la 
presencia de KPC, pero tiene como gran limitación que el 
BOR inhibe también la AmpC de Enterobacter y Serratia, 
generando falsos positivos para esos microorganismos 
(aproximadamente 25 %) los cuales pueden diferenciarse 
usando discos combinados con un inhibidor de esa 
enzima como cloxacilina; en nuestro laboratorio no se 
realizó la prueba con cloxacilina por falta de insumo.
Los métodos basados en la inhibición por EDTA se utilizan 
para la detección de MBL. El EDTA es un compuesto que se 
une al centro activo de las enzimas de clase B de Ambler 
que contiene iones de Zn+2. La sensibilidad a aztreonam 
(AZT) en conjunto con resistencia a carbapenemes, sobre 
todo si se observa efecto sinérgico con EDTA, es sugestivo 
de metaloenzimas. La resistencia a AZT no descarta su 
presencia debido a la posibilidad de mecanismos 
secundarios (AmpC desrreprimida, BLEE, e�ujo). La gran 
limitación es que algunas bacterias pueden ser muy 
sensibles al EDTA (rompe las porinas) y da falsos (+) pero la 
ocurrencia de esto depende de que se produzca la MBL en 
grandes cantidades. (25)
Al realizarse las pruebas con�rmatorias con discos de BOR, 
cloxacilina y EDTA se consideran 2 posibilidades: 
a) Sensibilidad a cefalosporinas de 3º generación y 
sinergia con BOR pero no con EDTA ni con cloxacilina: 
probables enzimas del tipo Sme (Serratia marcescens), IMI 
o NMCA (Enterobacter) 
b) Resistencia a cefalosporinas de 3º generación: 
- Sinergia con BOR pero no con cloxacilina ni con EDTA: 
probable KPC 
- Sinergia con EDTA pero no con BOR  ni con cloxacilina: 
probable MBL. 
- Sinergia con BOR y con cloxacilina pero no con EDTA: 
AmpC 
- Falta de sinergia con BOR, cloxacilina y EDTA: probable 
BLEE o carbapenemasa del tipo OXA. 
Finalmente todos estos mecanismos requieren con�r-
mación molecular.  (9, 24)
La aplicación de estos métodos en la detección de MBLs 
está limitada a Kpn y E. coli, ya que no han sido sistemáti-
camente testados  en otras especies de enterobacterias. 
Kpn productora de MBL como enzima única, tiene 
resistencia a todos los betalactámicos menos a los 
monobactámicos (AZT).  (22, 26)
Algunos trabajos exponen la importacia de colocar ERT en 
el antibiograma de enterobacterias para detectar mecanis-

mos de resistencia que otros carbapenemes no detectan 
para luego indagar con las demás pruebas fenotípicas. (27)
Hay un aumento global de los casos de ERC detectados, 
principalmente  Kpn, seguida de Enterobacter spp. (18, 28) 
Esto coincide con nuestros hallazgos donde predomina 
Kpn seguida de E.coli y luego E. cloacae.
Kpn productora de carbapenemasa, es la ERC que tiene las 
tasas de morbi-mortalidad más altas, oscilando entre el 18 
y el 60 % y siendo más altas en pacientes con bacteriemia, 
internación prolongada, pacientes que recibieron 
antibióticos previamente y en pacientes críticos multi-in-
vadidos (ventilación mecánica, catéteres, etc.). El mal uso 
de los antibióticos explica, en parte, el aumento de las 
resistencias. Sólo en la primera década del milenio el 
consumo global en humanos creció el 40%. Las bacterias 
resistentes a los antibióticos son anteriores a los antibióti-
cos mismos y con el mal uso se favorece la selección de 
cepas resistentes. Se suma a esto el problema de  que la 
industria farmacéutica ha dejado de interesarse por el 
desarrollo de nuevos antibióticos, un trabajo demasiado 
costoso para la fabricación de unos medicamentos que 
quedan obsoletos en pocos años y que no generan 
su�cientes bene�cios. (29 - 32)
La KPC es codi�cada por el gen blaKPC, las más 
frecuentes son KPC-2 y KPC-3 generalmente codi�cada 
en plásmidos. Hidrolizan e�cientemente penicilinas, 
cefalosporinas, AZT, carbapenemes y no se inhiben por 
clavulánico, tazobactam o sulbactam. (32) Desde el año 
2001 se describe la aparición de KPC en varios lugares del 
mundo con un comportamiento endémico y epidémico. 
Su importancia radica en la capacidad que posee de 
trasmitir resistencia a todos los antibióticos β - lactámicos 
y a otras familias de antibióticos como aminoglucósidos 
y quinolonas limitando las opciones terapéuticas. En la 
mayoría de los casos conservan la sensibilidad a colistin y  
tigeciclina. Las medidas de detección y control de ERC 
son necesarias para limitar los casos y lograr un 
tratamiento adecuado. (34 - 39)
A pesar de que según la bibliografía la resistencia a 
carbapenemes más usual se debe a la combinación de 
BLEE más impermeabilidad o AmpC más impermeabilidad 
en nuestro caso predominó la combinación de BLEE con 
KPC que es la más complicada desde el punto de vista 
clínico. Las carbapenemasas que han emergido en nuestro 
país pertenecen a la clase  A de Ambler, grupo funcional 2f 
de Karen Bush. Estas comprenden enzimas del  tipo Sme, 
NMC A, IMI y KPC. Todas estas enzimas son inhibidas por 
ácido  clavulánico y tazobactam. A excepción de las de 
tipo KPC, hidrolizan e�cientemente IMI y MEM, penicilinas, 
cefalosporinas de primera generación y  AZT, pero no 
oximino cefalosporinas. (39, 40)
Tres casos presentaban positivismo en todas las pruebas 
fenotípicas utilizadas suponiendo la presencia simultánea 
de BLEE, KPC y MBL resultando algo inusual y complicado 
de tratar clínicamente. 
E. cloacae es un microorganismo ubicuo en la naturaleza 
que forma parte de la �ora intestinal en humanos, y en los 
últimos años se ha convertido en un importante patógeno 
asociado a infecciones de origen nosocomial, principal-
mente bacteriemia, infección respiratoria, del tracto 
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que son los β-lactámicos de mayor espectro, actividad,  
resistencia a las β-lactamasas y altamente potentes contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas 
cualidades hacen que sean imprescindibles en el 
tratamiento empírico donde se sospecha de un microor-
ganismo multirresistente, infecciones graves nosocomia-
les o cepas productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE). 
Los principales mecanismos de resistencia a carbapene-
mes en bacterias Gram negativas pueden surgir por 
disminución de la permeabilidad del antibiótico a través 
de la membrana externa  por disminución de la expresión 
de porinas, aumento de la expulsión activa del antibiótico 
por bombas de e�ujo o combinación de mecanismos 
como BLEE o cefalosporinasa AmpC (cromosómica o 
plasmídica) más impermeabilidad. Éstas son causas 
comunes de resistencia a carbapenemes, pero lo que 
genera mayor preocupación es la producción de enzimas 
β-lactamasa, en especial las carbapenemasas de tipo 
Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacilinasas (OXA) y 
metaloenzimas Nueva Dheli (NDM) (1-4). Estas enzimas son 
un problema de salud pública porque aumentan la 
mortalidad y la diseminación del plásmido que las codi�ca 
lo que favorece la formación de brotes nosocomiales, 
limitando las opciones terapéuticas y favoreciendo la 
aparición en los últimos años de patógenos panrresis-
tentes, es decir aquellos resistentes a todos los antibióti-
cos comercialmente disponibles frente a los que quedan 
pocas  posibilidades terapéuticas. Con la presión selectiva 
ejercida por el uso indiscriminado de los antibióticos, se 
pueden seleccionar bacterias multirresistentes (con 
resistencia a por lo menos 3 clases de antibióticos) donde 
una población de bacterias que está produciendo una 
infección y forma parte de la �ora normal,  puede coexistir 
con bacterias portadoras de algún gen de resistencia y al 
ser enfrentadas a un determinado antibiótico sobreviven, 
a su vez si estas bacterias tienen un mecanismo de 
resistencia codi�cado en un plásmido, este se puede 
transferir a otras especies de bacterias relacionadas. (5 - 10)
 Se estima que el 50%  de todos los antimicrobianos que 
se prescriben son innecesarios o se usan de manera 
inadecuada, por ejemplo en infecciones que no lo 
requieren, por la presión que ejercen los pacientes o sus 
familiares por desconocimiento, falta de pruebas apropia-
das de diagnóstico y uso con �nes no terapéuticos en 
animales destinados al consumo humano. (11)
El objetivo de este trabajo es investigar la presencia de 
mecanismos enzimáticos de resistencia a carbapenemes 
presentes en Enterobacterias multirresistentes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios del 
Hospital Córdoba en el período de Febrero – Noviembre 
de 2017.

Materiales y metodos
Estudio retrospectivo, observacional en cepas de entero-
bacterias con resistencia a carbapenemes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios que 
se atienden en nuestra Institución, hombres y mujeres 
entre 18 y 65 años de los cuales se recibe pedido médico 
en el Área de Supervisión de Microbiología del Servicio de 

Bioquímica del Hospital Córdoba durante el período 
febrero- noviembre de 2017.

Aislamiento bacteriano
Las muestras recibidas se procesaron de acuerdo al 
protocolo interno del laboratorio establecido para cada 
tipo de material.
Las pruebas de identi�cación y sensibilidad a los antimi-
crobianos se determinaron  a través de métodos automa-
tizados Vitek 2 Compact (Biomerieux, Marcy-l'Étoile 
Francia) y Phoenix 100 (Becton Dickson, EE.UU) los cuales 
se basan en la medición de versiones modi�cadas de las 
reacciones bioquímicas convencionales mediante 
sustratos cromogénicos o �uorescentes y también se 
utilizaron métodos manuales estandarizados. (12)
Para las pruebas de sensibilidad manuales se usó el 
Método de Kirby - Bauer por difusión en agar Müeller - 
Hinton (MH) y la interpretación se realizó de acuerdo a las 
Normas Clinical and Laboratory Stadards (CLSI) 2017.
Para con�rmar mecanismos de resistencia arrojados por el 
equipo o sospecha de los mismos se realizaron métodos 
manuales. Se consideraron cepas sospechosas de producir 
carbapenemasa cuándo los sistemas automatizados 
arrojaron valores de Concentraciones Inhibitorias Mínimas 
(CIM) de  ertapenem (ERT), imipenem (IMI) o meropenem 
(MEM) en el rango  resistencia según las recomendaciones 
del CLSI o que en el antibiograma manual expresaron 
resistencia a la mayoría de los antibióticos.
Las recomendaciones 2014 del Servicio de Antimicrobia-
nos del Instituto Malbrán, consta de distintos screenings 
para la sospecha de carbapenemasas, entre ellos los 
usados en este trabajo: 
Difusión: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≤22 mm, para 
Salmonella IMI (10 ug)  ≤24 mm  y para Proteus IMI (10 ug)  
≤ 22 mm y MEM (10 ug)  ≤ 27 mm.
Vitek 2C: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≥2 ug/ml + MEM 
(10 ug)  ≥1 ug/ml 
Phoenix: Klebsiella – Enterobacter - Serratia: IMI (10 ug)  ≥
2 ug/ml y otras enterobacterias: ERT (10 ug)  ≥1 ug/ml. 
A partir de estos resultados positivos se debe realizar la 
con�rmación con discos de ácido borónico 300 ug(BOR), 
cloxacilina y quelantes de Zn como el EDTA. En nuestro 
caso se utilizó BOR, EDTA y Test de Hodge modi�cado.
Para detectar  BLEE se realizaron dos técnicas manuales, 
en una se colocó un disco de Amoxicilina – clavulánico 20 
/10 ug (AMC) entre discos de Ceftazidima 30 ug (CAZ) y 
Cefotaxima 30 ug (CTX) enfrentados a 27 mm borde a 
borde, observando el efecto “huevo” entre ellos y con la 
otra técnica se determinó la diferencia de halo entre 
discos de CTX / CTX - clavulánico 30 / 10 ug y CAZ / CAZ – 
clavulánico 30 / 10 ug, una diferencia mayor a 5mm 
implica la presencia de BLEE.
 Para con�rmar la presencia de  KPC, se realizó prueba por 
difusión colocando un disco de BOR entre los discos de IMI 
y MEM enfrentados a  15mm (centro a centro) con sinergia 
positiva. También se realizó el Test de Hodge modi�cado 
con tritón que consiste en el agregado y distribución de  
50 microlitros de Triton X - 100 en la super�cie de la placa 
de MH, se colocó en estufa a  35º C hasta su absorción 
completa y posteriormente se sembró una  suspensión de 

nación de mecanismos de resistencia BLEE + KPC, en 
E.cloacae  probable NMC-A ó IMI y en E.coli combinación 
de probable BLEE más KPC.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario saber los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar una terapia adecuada.

Introducción
La resistencia a los antibióticos es la capacidad de un 
microorganismo de resistir la acción de un antimicrobia-
no. Esta resistencia puede ser natural (intrínseca) o  
adquirida (secundaria). La intrínseca se observa en todas 
las cepas de la misma especie y/o género, es una 
característica estable y de transmisión vertical (sólo a 
células hijas). Con la resistencia adquirida las bacterias se 
tornan resistentes a un antibiótico al que previamente 
eran sensibles, ya sea por mutaciones o por intercambio 
de material genético (plásmidos o transposones), la 
transmisión  puede ser vertical u horizontal (entre 
miembros de la misma especie o diferente). 
En este trabajo se hace referencia a los carbapenemes, 

turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la cepa 
indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922) la cual se 
siembra por inundación en la placa. Se colocó en el centro 
de la placa un disco de MEM y con un ansa estéril se 
tomaron de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco de la cepa 
en estudio y se realizó una estría desde el borde del disco 
hacia la periferia de la placa, se incubó la placa en 
aerobiosis a 35 ºC durante 16 - 18 horas. El test es positivo 
cuando hay sobrecrecimiento de la cepa en estudio hasta 
el borde del disco. La sinergia de carbapenemes con 
discos de EDTA sirve para determinar la presencia de 
metalo – β - lactamasa (MBL, grupo 3). Para la misma se 
colocó el disco del quelante entre IMI y MEM a una 
distancia de 1,5 cm de borde a borde y se consideraron 
positivos los tests que muestran apertura de los halos de 
inhibición del carbapenem hacia el quelante y negativos 
aquéllos en los que solo se formen “túneles”.
El control de calidad se realiza utilizando cepas de 
referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 
25922,  Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 700603.
Los resultados fueron documentados en una base de 
datos de Excel Microsoft O�ce.

Resultados
En el período de febrero- noviembre de 2017 se obtuvo un 
total de 94 cepas de diversos materiales en donde los 
microorganismos aislados presentaron resistencia a uno o 
más carbapenemes. En la Figura I se representa la cantidad 
y tipo de muestra, observandose predominio de muestras 
de orina, obtenidas a través de catéter, nefrostomías o 
chorro medio. Figura 1. 
Dentro de los microorganismos aislados predominó Kpn, en 
segundo lugar E.cloacae y por último E.coli. En la Figura II se 
observa el nombre y número de  microorganismos aislados 
en las distintas muestras. Figura 2. 
Se evaluaron los mecanismos de resistencia de cada 
microorganismo teniendo en cuenta los resultados de las 
pruebas fenotípicas observándose que en Kpn predomina 
(58 / 83 aislamientos) el mecanismo BLEE + KPC que con�ere 
resistencia a carbapenemes. La mayoría de estos pacientes 
estaban internados en los Servicios de la Unidad de Cuidados 
Intermedios (UCI) y Unidad de Terapia Intensiva (UTI). En 3 
aislamientos se evidenció positividad conjunta en las 
sinergias con BOR y EDTA, dos de estas cepas pertenecían al 
mismo paciente y las muestras fueron de orina chorro medio 
tomadas el mismo mes. El tercer aislamiento pertenecía a 
una muestra de orina chorro medio de un paciente con 
antecedentes de Kpn KPC (+). Ambos pacientes hospitaliza-
dos y atendidos por el Servicio de Nefrología. En tres 
aislamientos (3/83) se observó sinergia en todas las pruebas, 
coexistiendo en forma probable BLEE  con KPC y con MBL. En 
la Tabla 1 se observan las resistencias antibióticas más 
relevantes. Tabla 1. 
En los resultados de pruebas fenotípicas para E.cloacae se 
observó predominio de probable NMC-A ó IMI (2 / 5 
aislamientos). Distintos pacientes, uno hospitalizado y 
otro ambulatorio. El per�l de sensibilidad se muestra en la 

Tabla 2.
Con las pruebas fenotípicas para E.coli se pudo ver que 
predominó una combinación de mecanismos de resisten-
cia, probable BLEE más KPC (3/6 aislamientos). Dos de 
ellos pertenecientes a un mismo paciente atendido por 
consultorio externo. La interpretación de la sensibidad a 
los antibióticos se puede ver en la Tabla 3.

Discusión
La detección de un paciente con infecciones producidas 
por enterobacterias resistentes a los carbapenemes (ERC) 
reduce las opciones terapéuticas y promueve el inicio de 
combinaciones de antibióticos, algunos de alta toxicidad y 
la aplicación de medidas de prevención y aislamiento de 
contacto, por lo cual su sospecha y con�rmación son 
fundamentales para reducir la mortalidad y la expansión 
de estos microorganismos. Uno de los tratamientos de 
elección es el colistin pero ya han aparecido ERC 
resistentes a éste limitando aún más el tratamiento 
óptimo. (10, 13 - 16)
En el análisis de ERC aisladas de distintos tipos de 
muestras el  microorganismo mayormente aislado fue Kpn 
(83/94 cepas ) lo que concuerda con algunos trabajos 
donde se expone que, actualmente,  Kpn KPC es la especie 
de ERC más frecuentemente encontrada. En Argentina, el 
primer caso se describe en el año 2006. (10,17)

Desde el Laboratorio de Microbiología es importante la 
detección ERC y supone un reto ya que estas enzimas 
tienen diferentes y variables grados de expresión in vitro, 
que en ocasiones generan CIM consideradas sensibles a 
algunos carbapenemes, di�cultando su detección, 
especialmente cuando se emplean sistemas automatiza-
dos. (18)  Cuando estos equipos o el antibiograma manual 
hacen sospechar de la presencia de una carbapenemasa a 
través de la sensibilidad disminuida o resistencia a las 
cefalosporinas de amplio espectro o carbapenemes o 
cepas en donde los valores de CIM de los carbapenemes 
se incrementan por encima de los correspondientes 
puntos de corte epidemiológicos (que separan las 
poblaciones salvajes de aquellas que presentan mecanis-
mos de resistencia), es necesario la con�rmación y 
diferenciación con otros mecanismos de resistencia o 
combinaciones de éstos, ya que no es igual la expresión 
de una carbapenemasa en Pseudomonas aeruginosa o en 
Acinetobacter baumannii que en E. coli, Kpn o E. cloacae. 
Cada una de estas especies tiene sus peculiaridades 
fenotípicas naturales que deben ser contempladas. (19). 
Los métodos de referencia como el ensayo espectrofo-
tométrico o biología molecular  no está siempre al alcance 
de todos los laboratorios, por lo que se han propuesto 
métodos biológicos (bioensayos) sencillos que permiten 
su detección. Dentro de los métodos usados en este 
trabajo se realizaron pruebas fenotípicas de inhibición con 
EDTA, BOR y ácido clavulánico mediante difusión en agar, 
así como el test de Hodge modi�cado con disco de MEM 
que permite una detección  mejorada de carbapenemasas 
de importancia clínica y se puede realizar en todos los 
bacilos Gram negativos. Este test a pesar de su sencillez 
tiene algunas limitaciones, posee una sensibilidad elevada 

urinario y abdominal.  La producción de carbapenemasas 
es poco frecuente en este microorganismo, aunque hay 
una creciente preocupación por su aparición y su rápida 
diseminación (41 - 44). Poseen resistencia natural a través de 
una AmpC cromosómica inducible, que normalmente 
causa resistencia a ampicilina, ampicilina - sulbactam, 
cefalotina, CTX. Pero  puede desrreprimirse sumando 
resistencia a cefalosporinas de tercera generación y AZT. 
La combinación de AmpC desreprimida (E.aerogenes,  
E.cloacae, Citrobacter freundii) más impermeabilidad 
también pueden llevar a la resistencia a carbapenemes en 
enterobacterias. (45)
En nuestro caso predominó la presencia de probable 
NMC-A ó IMI, que es una carbapenemasa  clase A de 
Ambler. 
E.coli posee  AmpC cromosómica, sin embargo la 
expresión de esta enzima es mínima debido a que este 
microorganismo carece del promotor natural (Amp-R ).En 
su forma natural o salvaje se expresa a nivel muy bajo y no 
con�ere resistencia de trascendencia clínica (46 - 48)
Lo más común dentro de sus mecanismos de resistencia 
adquiridos son las BLEE CTX-M, muy diseminadas en la 
actualidad por el mundo en enterobacterias que colonizan 
el intestino, siendo E. coli  la enterobacteria intestinal 
comensal (también  patógena) más abundante en el 
intestino.  (48 - 50) Hay pocos casos en la literatura de BLEE + 
carbapenemasas.
También se aislaron cepas con BLEE. La familia de 
Enterobacterias productoras de BLEE son una causa 
importante de infecciones nosocomiales. Dentro de este 
grupo  E. coli es causa frecuente  de infección del tracto 
urinario de la comunidad y nosocomial, mientras que 
Klebsiella spp y Enterobacter spp son causa importante  
de infecciones asociadas a la atención de la salud. Las 
localizaciones más frecuentes fueron neumonía nosoco-
mial, bacteriemia e infecciones intraabdominales. (34)
 
Conclusion
Con los resultados de las pruebas fenotípicas se observó 
que en Kpn predominó la combinación de mecanismos de 
resistencia BLEE + KPC, en E. cloacae  probable NMC-A ó 
IMI y en E.coli combinación de probable BLEE más KPC.
Cada vez es más frecuente la asociación de diferentes 
mecanismos de resistencia para la misma familia de 
antibióticos en una misma cepa. Esto hace que el per�l 
fenotípico sea difícil de interpretar y el tratamiento muy 
difícil de abordar.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario conocer los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar combinaciones terapéuticas más convenien-
tes evitando  fallas en los tratamientos y el uso indiscrimi-
nado de antibióticos y poder implementar a tiempo 
medidas de aislamiento de contacto y evitar la propa-
gación de estos microorganismos.
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pero no diferencia el tipo de carbapenemasa (no 
diferencia entre metaloenzimas y enzimas de clase 2f ) y 
se han observado resultados falsos negativos por la baja 
expresión de la carbapenemasa, sobre todo con cepas 
con MBL (como NDM - 1) y oxacilinasas. También se han 
comunicado falsos positivos con cepas productoras de 
CTX – M - 2 combinadas con impermeabilidad hasta un 
25 % de los casos y con las cepas hiperproductoras de 
AmpC. Asimismo, se ha discutido cuál es el carbapenem 
más adecuado, recomendándose la utilización de MEM y 
ERT. (20- 24)
En la guía CLSI M100 de 2018 esta prueba ha sido 
eliminada para la determinación de la producción de 
carbapenemasas en Enterobacteriaceae.
En cuanto a la sinergia con BOR,  permite inferir la 
presencia de KPC, pero tiene como gran limitación que el 
BOR inhibe también la AmpC de Enterobacter y Serratia, 
generando falsos positivos para esos microorganismos 
(aproximadamente 25 %) los cuales pueden diferenciarse 
usando discos combinados con un inhibidor de esa 
enzima como cloxacilina; en nuestro laboratorio no se 
realizó la prueba con cloxacilina por falta de insumo.
Los métodos basados en la inhibición por EDTA se utilizan 
para la detección de MBL. El EDTA es un compuesto que se 
une al centro activo de las enzimas de clase B de Ambler 
que contiene iones de Zn+2. La sensibilidad a aztreonam 
(AZT) en conjunto con resistencia a carbapenemes, sobre 
todo si se observa efecto sinérgico con EDTA, es sugestivo 
de metaloenzimas. La resistencia a AZT no descarta su 
presencia debido a la posibilidad de mecanismos 
secundarios (AmpC desrreprimida, BLEE, e�ujo). La gran 
limitación es que algunas bacterias pueden ser muy 
sensibles al EDTA (rompe las porinas) y da falsos (+) pero la 
ocurrencia de esto depende de que se produzca la MBL en 
grandes cantidades. (25)
Al realizarse las pruebas con�rmatorias con discos de BOR, 
cloxacilina y EDTA se consideran 2 posibilidades: 
a) Sensibilidad a cefalosporinas de 3º generación y 
sinergia con BOR pero no con EDTA ni con cloxacilina: 
probables enzimas del tipo Sme (Serratia marcescens), IMI 
o NMCA (Enterobacter) 
b) Resistencia a cefalosporinas de 3º generación: 
- Sinergia con BOR pero no con cloxacilina ni con EDTA: 
probable KPC 
- Sinergia con EDTA pero no con BOR  ni con cloxacilina: 
probable MBL. 
- Sinergia con BOR y con cloxacilina pero no con EDTA: 
AmpC 
- Falta de sinergia con BOR, cloxacilina y EDTA: probable 
BLEE o carbapenemasa del tipo OXA. 
Finalmente todos estos mecanismos requieren con�r-
mación molecular.  (9, 24)
La aplicación de estos métodos en la detección de MBLs 
está limitada a Kpn y E. coli, ya que no han sido sistemáti-
camente testados  en otras especies de enterobacterias. 
Kpn productora de MBL como enzima única, tiene 
resistencia a todos los betalactámicos menos a los 
monobactámicos (AZT).  (22, 26)
Algunos trabajos exponen la importacia de colocar ERT en 
el antibiograma de enterobacterias para detectar mecanis-

mos de resistencia que otros carbapenemes no detectan 
para luego indagar con las demás pruebas fenotípicas. (27)
Hay un aumento global de los casos de ERC detectados, 
principalmente  Kpn, seguida de Enterobacter spp. (18, 28) 
Esto coincide con nuestros hallazgos donde predomina 
Kpn seguida de E.coli y luego E. cloacae.
Kpn productora de carbapenemasa, es la ERC que tiene las 
tasas de morbi-mortalidad más altas, oscilando entre el 18 
y el 60 % y siendo más altas en pacientes con bacteriemia, 
internación prolongada, pacientes que recibieron 
antibióticos previamente y en pacientes críticos multi-in-
vadidos (ventilación mecánica, catéteres, etc.). El mal uso 
de los antibióticos explica, en parte, el aumento de las 
resistencias. Sólo en la primera década del milenio el 
consumo global en humanos creció el 40%. Las bacterias 
resistentes a los antibióticos son anteriores a los antibióti-
cos mismos y con el mal uso se favorece la selección de 
cepas resistentes. Se suma a esto el problema de  que la 
industria farmacéutica ha dejado de interesarse por el 
desarrollo de nuevos antibióticos, un trabajo demasiado 
costoso para la fabricación de unos medicamentos que 
quedan obsoletos en pocos años y que no generan 
su�cientes bene�cios. (29 - 32)
La KPC es codi�cada por el gen blaKPC, las más 
frecuentes son KPC-2 y KPC-3 generalmente codi�cada 
en plásmidos. Hidrolizan e�cientemente penicilinas, 
cefalosporinas, AZT, carbapenemes y no se inhiben por 
clavulánico, tazobactam o sulbactam. (32) Desde el año 
2001 se describe la aparición de KPC en varios lugares del 
mundo con un comportamiento endémico y epidémico. 
Su importancia radica en la capacidad que posee de 
trasmitir resistencia a todos los antibióticos β - lactámicos 
y a otras familias de antibióticos como aminoglucósidos 
y quinolonas limitando las opciones terapéuticas. En la 
mayoría de los casos conservan la sensibilidad a colistin y  
tigeciclina. Las medidas de detección y control de ERC 
son necesarias para limitar los casos y lograr un 
tratamiento adecuado. (34 - 39)
A pesar de que según la bibliografía la resistencia a 
carbapenemes más usual se debe a la combinación de 
BLEE más impermeabilidad o AmpC más impermeabilidad 
en nuestro caso predominó la combinación de BLEE con 
KPC que es la más complicada desde el punto de vista 
clínico. Las carbapenemasas que han emergido en nuestro 
país pertenecen a la clase  A de Ambler, grupo funcional 2f 
de Karen Bush. Estas comprenden enzimas del  tipo Sme, 
NMC A, IMI y KPC. Todas estas enzimas son inhibidas por 
ácido  clavulánico y tazobactam. A excepción de las de 
tipo KPC, hidrolizan e�cientemente IMI y MEM, penicilinas, 
cefalosporinas de primera generación y  AZT, pero no 
oximino cefalosporinas. (39, 40)
Tres casos presentaban positivismo en todas las pruebas 
fenotípicas utilizadas suponiendo la presencia simultánea 
de BLEE, KPC y MBL resultando algo inusual y complicado 
de tratar clínicamente. 
E. cloacae es un microorganismo ubicuo en la naturaleza 
que forma parte de la �ora intestinal en humanos, y en los 
últimos años se ha convertido en un importante patógeno 
asociado a infecciones de origen nosocomial, principal-
mente bacteriemia, infección respiratoria, del tracto 
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que son los β-lactámicos de mayor espectro, actividad,  
resistencia a las β-lactamasas y altamente potentes contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas 
cualidades hacen que sean imprescindibles en el 
tratamiento empírico donde se sospecha de un microor-
ganismo multirresistente, infecciones graves nosocomia-
les o cepas productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE). 
Los principales mecanismos de resistencia a carbapene-
mes en bacterias Gram negativas pueden surgir por 
disminución de la permeabilidad del antibiótico a través 
de la membrana externa  por disminución de la expresión 
de porinas, aumento de la expulsión activa del antibiótico 
por bombas de e�ujo o combinación de mecanismos 
como BLEE o cefalosporinasa AmpC (cromosómica o 
plasmídica) más impermeabilidad. Éstas son causas 
comunes de resistencia a carbapenemes, pero lo que 
genera mayor preocupación es la producción de enzimas 
β-lactamasa, en especial las carbapenemasas de tipo 
Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacilinasas (OXA) y 
metaloenzimas Nueva Dheli (NDM) (1-4). Estas enzimas son 
un problema de salud pública porque aumentan la 
mortalidad y la diseminación del plásmido que las codi�ca 
lo que favorece la formación de brotes nosocomiales, 
limitando las opciones terapéuticas y favoreciendo la 
aparición en los últimos años de patógenos panrresis-
tentes, es decir aquellos resistentes a todos los antibióti-
cos comercialmente disponibles frente a los que quedan 
pocas  posibilidades terapéuticas. Con la presión selectiva 
ejercida por el uso indiscriminado de los antibióticos, se 
pueden seleccionar bacterias multirresistentes (con 
resistencia a por lo menos 3 clases de antibióticos) donde 
una población de bacterias que está produciendo una 
infección y forma parte de la �ora normal,  puede coexistir 
con bacterias portadoras de algún gen de resistencia y al 
ser enfrentadas a un determinado antibiótico sobreviven, 
a su vez si estas bacterias tienen un mecanismo de 
resistencia codi�cado en un plásmido, este se puede 
transferir a otras especies de bacterias relacionadas. (5 - 10)
 Se estima que el 50%  de todos los antimicrobianos que 
se prescriben son innecesarios o se usan de manera 
inadecuada, por ejemplo en infecciones que no lo 
requieren, por la presión que ejercen los pacientes o sus 
familiares por desconocimiento, falta de pruebas apropia-
das de diagnóstico y uso con �nes no terapéuticos en 
animales destinados al consumo humano. (11)
El objetivo de este trabajo es investigar la presencia de 
mecanismos enzimáticos de resistencia a carbapenemes 
presentes en Enterobacterias multirresistentes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios del 
Hospital Córdoba en el período de Febrero – Noviembre 
de 2017.

Materiales y metodos
Estudio retrospectivo, observacional en cepas de entero-
bacterias con resistencia a carbapenemes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios que 
se atienden en nuestra Institución, hombres y mujeres 
entre 18 y 65 años de los cuales se recibe pedido médico 
en el Área de Supervisión de Microbiología del Servicio de 

Bioquímica del Hospital Córdoba durante el período 
febrero- noviembre de 2017.

Aislamiento bacteriano
Las muestras recibidas se procesaron de acuerdo al 
protocolo interno del laboratorio establecido para cada 
tipo de material.
Las pruebas de identi�cación y sensibilidad a los antimi-
crobianos se determinaron  a través de métodos automa-
tizados Vitek 2 Compact (Biomerieux, Marcy-l'Étoile 
Francia) y Phoenix 100 (Becton Dickson, EE.UU) los cuales 
se basan en la medición de versiones modi�cadas de las 
reacciones bioquímicas convencionales mediante 
sustratos cromogénicos o �uorescentes y también se 
utilizaron métodos manuales estandarizados. (12)
Para las pruebas de sensibilidad manuales se usó el 
Método de Kirby - Bauer por difusión en agar Müeller - 
Hinton (MH) y la interpretación se realizó de acuerdo a las 
Normas Clinical and Laboratory Stadards (CLSI) 2017.
Para con�rmar mecanismos de resistencia arrojados por el 
equipo o sospecha de los mismos se realizaron métodos 
manuales. Se consideraron cepas sospechosas de producir 
carbapenemasa cuándo los sistemas automatizados 
arrojaron valores de Concentraciones Inhibitorias Mínimas 
(CIM) de  ertapenem (ERT), imipenem (IMI) o meropenem 
(MEM) en el rango  resistencia según las recomendaciones 
del CLSI o que en el antibiograma manual expresaron 
resistencia a la mayoría de los antibióticos.
Las recomendaciones 2014 del Servicio de Antimicrobia-
nos del Instituto Malbrán, consta de distintos screenings 
para la sospecha de carbapenemasas, entre ellos los 
usados en este trabajo: 
Difusión: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≤22 mm, para 
Salmonella IMI (10 ug)  ≤24 mm  y para Proteus IMI (10 ug)  
≤ 22 mm y MEM (10 ug)  ≤ 27 mm.
Vitek 2C: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≥2 ug/ml + MEM 
(10 ug)  ≥1 ug/ml 
Phoenix: Klebsiella – Enterobacter - Serratia: IMI (10 ug)  ≥
2 ug/ml y otras enterobacterias: ERT (10 ug)  ≥1 ug/ml. 
A partir de estos resultados positivos se debe realizar la 
con�rmación con discos de ácido borónico 300 ug(BOR), 
cloxacilina y quelantes de Zn como el EDTA. En nuestro 
caso se utilizó BOR, EDTA y Test de Hodge modi�cado.
Para detectar  BLEE se realizaron dos técnicas manuales, 
en una se colocó un disco de Amoxicilina – clavulánico 20 
/10 ug (AMC) entre discos de Ceftazidima 30 ug (CAZ) y 
Cefotaxima 30 ug (CTX) enfrentados a 27 mm borde a 
borde, observando el efecto “huevo” entre ellos y con la 
otra técnica se determinó la diferencia de halo entre 
discos de CTX / CTX - clavulánico 30 / 10 ug y CAZ / CAZ – 
clavulánico 30 / 10 ug, una diferencia mayor a 5mm 
implica la presencia de BLEE.
 Para con�rmar la presencia de  KPC, se realizó prueba por 
difusión colocando un disco de BOR entre los discos de IMI 
y MEM enfrentados a  15mm (centro a centro) con sinergia 
positiva. También se realizó el Test de Hodge modi�cado 
con tritón que consiste en el agregado y distribución de  
50 microlitros de Triton X - 100 en la super�cie de la placa 
de MH, se colocó en estufa a  35º C hasta su absorción 
completa y posteriormente se sembró una  suspensión de 

nación de mecanismos de resistencia BLEE + KPC, en 
E.cloacae  probable NMC-A ó IMI y en E.coli combinación 
de probable BLEE más KPC.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario saber los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar una terapia adecuada.

Introducción
La resistencia a los antibióticos es la capacidad de un 
microorganismo de resistir la acción de un antimicrobia-
no. Esta resistencia puede ser natural (intrínseca) o  
adquirida (secundaria). La intrínseca se observa en todas 
las cepas de la misma especie y/o género, es una 
característica estable y de transmisión vertical (sólo a 
células hijas). Con la resistencia adquirida las bacterias se 
tornan resistentes a un antibiótico al que previamente 
eran sensibles, ya sea por mutaciones o por intercambio 
de material genético (plásmidos o transposones), la 
transmisión  puede ser vertical u horizontal (entre 
miembros de la misma especie o diferente). 
En este trabajo se hace referencia a los carbapenemes, 

turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la cepa 
indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922) la cual se 
siembra por inundación en la placa. Se colocó en el centro 
de la placa un disco de MEM y con un ansa estéril se 
tomaron de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco de la cepa 
en estudio y se realizó una estría desde el borde del disco 
hacia la periferia de la placa, se incubó la placa en 
aerobiosis a 35 ºC durante 16 - 18 horas. El test es positivo 
cuando hay sobrecrecimiento de la cepa en estudio hasta 
el borde del disco. La sinergia de carbapenemes con 
discos de EDTA sirve para determinar la presencia de 
metalo – β - lactamasa (MBL, grupo 3). Para la misma se 
colocó el disco del quelante entre IMI y MEM a una 
distancia de 1,5 cm de borde a borde y se consideraron 
positivos los tests que muestran apertura de los halos de 
inhibición del carbapenem hacia el quelante y negativos 
aquéllos en los que solo se formen “túneles”.
El control de calidad se realiza utilizando cepas de 
referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 
25922,  Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 700603.
Los resultados fueron documentados en una base de 
datos de Excel Microsoft O�ce.

Resultados
En el período de febrero- noviembre de 2017 se obtuvo un 
total de 94 cepas de diversos materiales en donde los 
microorganismos aislados presentaron resistencia a uno o 
más carbapenemes. En la Figura I se representa la cantidad 
y tipo de muestra, observandose predominio de muestras 
de orina, obtenidas a través de catéter, nefrostomías o 
chorro medio. Figura 1. 
Dentro de los microorganismos aislados predominó Kpn, en 
segundo lugar E.cloacae y por último E.coli. En la Figura II se 
observa el nombre y número de  microorganismos aislados 
en las distintas muestras. Figura 2. 
Se evaluaron los mecanismos de resistencia de cada 
microorganismo teniendo en cuenta los resultados de las 
pruebas fenotípicas observándose que en Kpn predomina 
(58 / 83 aislamientos) el mecanismo BLEE + KPC que con�ere 
resistencia a carbapenemes. La mayoría de estos pacientes 
estaban internados en los Servicios de la Unidad de Cuidados 
Intermedios (UCI) y Unidad de Terapia Intensiva (UTI). En 3 
aislamientos se evidenció positividad conjunta en las 
sinergias con BOR y EDTA, dos de estas cepas pertenecían al 
mismo paciente y las muestras fueron de orina chorro medio 
tomadas el mismo mes. El tercer aislamiento pertenecía a 
una muestra de orina chorro medio de un paciente con 
antecedentes de Kpn KPC (+). Ambos pacientes hospitaliza-
dos y atendidos por el Servicio de Nefrología. En tres 
aislamientos (3/83) se observó sinergia en todas las pruebas, 
coexistiendo en forma probable BLEE  con KPC y con MBL. En 
la Tabla 1 se observan las resistencias antibióticas más 
relevantes. Tabla 1. 
En los resultados de pruebas fenotípicas para E.cloacae se 
observó predominio de probable NMC-A ó IMI (2 / 5 
aislamientos). Distintos pacientes, uno hospitalizado y 
otro ambulatorio. El per�l de sensibilidad se muestra en la 

Tabla 2.
Con las pruebas fenotípicas para E.coli se pudo ver que 
predominó una combinación de mecanismos de resisten-
cia, probable BLEE más KPC (3/6 aislamientos). Dos de 
ellos pertenecientes a un mismo paciente atendido por 
consultorio externo. La interpretación de la sensibidad a 
los antibióticos se puede ver en la Tabla 3.

Discusión
La detección de un paciente con infecciones producidas 
por enterobacterias resistentes a los carbapenemes (ERC) 
reduce las opciones terapéuticas y promueve el inicio de 
combinaciones de antibióticos, algunos de alta toxicidad y 
la aplicación de medidas de prevención y aislamiento de 
contacto, por lo cual su sospecha y con�rmación son 
fundamentales para reducir la mortalidad y la expansión 
de estos microorganismos. Uno de los tratamientos de 
elección es el colistin pero ya han aparecido ERC 
resistentes a éste limitando aún más el tratamiento 
óptimo. (10, 13 - 16)
En el análisis de ERC aisladas de distintos tipos de 
muestras el  microorganismo mayormente aislado fue Kpn 
(83/94 cepas ) lo que concuerda con algunos trabajos 
donde se expone que, actualmente,  Kpn KPC es la especie 
de ERC más frecuentemente encontrada. En Argentina, el 
primer caso se describe en el año 2006. (10,17)

Desde el Laboratorio de Microbiología es importante la 
detección ERC y supone un reto ya que estas enzimas 
tienen diferentes y variables grados de expresión in vitro, 
que en ocasiones generan CIM consideradas sensibles a 
algunos carbapenemes, di�cultando su detección, 
especialmente cuando se emplean sistemas automatiza-
dos. (18)  Cuando estos equipos o el antibiograma manual 
hacen sospechar de la presencia de una carbapenemasa a 
través de la sensibilidad disminuida o resistencia a las 
cefalosporinas de amplio espectro o carbapenemes o 
cepas en donde los valores de CIM de los carbapenemes 
se incrementan por encima de los correspondientes 
puntos de corte epidemiológicos (que separan las 
poblaciones salvajes de aquellas que presentan mecanis-
mos de resistencia), es necesario la con�rmación y 
diferenciación con otros mecanismos de resistencia o 
combinaciones de éstos, ya que no es igual la expresión 
de una carbapenemasa en Pseudomonas aeruginosa o en 
Acinetobacter baumannii que en E. coli, Kpn o E. cloacae. 
Cada una de estas especies tiene sus peculiaridades 
fenotípicas naturales que deben ser contempladas. (19). 
Los métodos de referencia como el ensayo espectrofo-
tométrico o biología molecular  no está siempre al alcance 
de todos los laboratorios, por lo que se han propuesto 
métodos biológicos (bioensayos) sencillos que permiten 
su detección. Dentro de los métodos usados en este 
trabajo se realizaron pruebas fenotípicas de inhibición con 
EDTA, BOR y ácido clavulánico mediante difusión en agar, 
así como el test de Hodge modi�cado con disco de MEM 
que permite una detección  mejorada de carbapenemasas 
de importancia clínica y se puede realizar en todos los 
bacilos Gram negativos. Este test a pesar de su sencillez 
tiene algunas limitaciones, posee una sensibilidad elevada 

urinario y abdominal.  La producción de carbapenemasas 
es poco frecuente en este microorganismo, aunque hay 
una creciente preocupación por su aparición y su rápida 
diseminación (41 - 44). Poseen resistencia natural a través de 
una AmpC cromosómica inducible, que normalmente 
causa resistencia a ampicilina, ampicilina - sulbactam, 
cefalotina, CTX. Pero  puede desrreprimirse sumando 
resistencia a cefalosporinas de tercera generación y AZT. 
La combinación de AmpC desreprimida (E.aerogenes,  
E.cloacae, Citrobacter freundii) más impermeabilidad 
también pueden llevar a la resistencia a carbapenemes en 
enterobacterias. (45)
En nuestro caso predominó la presencia de probable 
NMC-A ó IMI, que es una carbapenemasa  clase A de 
Ambler. 
E.coli posee  AmpC cromosómica, sin embargo la 
expresión de esta enzima es mínima debido a que este 
microorganismo carece del promotor natural (Amp-R ).En 
su forma natural o salvaje se expresa a nivel muy bajo y no 
con�ere resistencia de trascendencia clínica (46 - 48)
Lo más común dentro de sus mecanismos de resistencia 
adquiridos son las BLEE CTX-M, muy diseminadas en la 
actualidad por el mundo en enterobacterias que colonizan 
el intestino, siendo E. coli  la enterobacteria intestinal 
comensal (también  patógena) más abundante en el 
intestino.  (48 - 50) Hay pocos casos en la literatura de BLEE + 
carbapenemasas.
También se aislaron cepas con BLEE. La familia de 
Enterobacterias productoras de BLEE son una causa 
importante de infecciones nosocomiales. Dentro de este 
grupo  E. coli es causa frecuente  de infección del tracto 
urinario de la comunidad y nosocomial, mientras que 
Klebsiella spp y Enterobacter spp son causa importante  
de infecciones asociadas a la atención de la salud. Las 
localizaciones más frecuentes fueron neumonía nosoco-
mial, bacteriemia e infecciones intraabdominales. (34)
 
Conclusion
Con los resultados de las pruebas fenotípicas se observó 
que en Kpn predominó la combinación de mecanismos de 
resistencia BLEE + KPC, en E. cloacae  probable NMC-A ó 
IMI y en E.coli combinación de probable BLEE más KPC.
Cada vez es más frecuente la asociación de diferentes 
mecanismos de resistencia para la misma familia de 
antibióticos en una misma cepa. Esto hace que el per�l 
fenotípico sea difícil de interpretar y el tratamiento muy 
difícil de abordar.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario conocer los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar combinaciones terapéuticas más convenien-
tes evitando  fallas en los tratamientos y el uso indiscrimi-
nado de antibióticos y poder implementar a tiempo 
medidas de aislamiento de contacto y evitar la propa-
gación de estos microorganismos.
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pero no diferencia el tipo de carbapenemasa (no 
diferencia entre metaloenzimas y enzimas de clase 2f ) y 
se han observado resultados falsos negativos por la baja 
expresión de la carbapenemasa, sobre todo con cepas 
con MBL (como NDM - 1) y oxacilinasas. También se han 
comunicado falsos positivos con cepas productoras de 
CTX – M - 2 combinadas con impermeabilidad hasta un 
25 % de los casos y con las cepas hiperproductoras de 
AmpC. Asimismo, se ha discutido cuál es el carbapenem 
más adecuado, recomendándose la utilización de MEM y 
ERT. (20- 24)
En la guía CLSI M100 de 2018 esta prueba ha sido 
eliminada para la determinación de la producción de 
carbapenemasas en Enterobacteriaceae.
En cuanto a la sinergia con BOR,  permite inferir la 
presencia de KPC, pero tiene como gran limitación que el 
BOR inhibe también la AmpC de Enterobacter y Serratia, 
generando falsos positivos para esos microorganismos 
(aproximadamente 25 %) los cuales pueden diferenciarse 
usando discos combinados con un inhibidor de esa 
enzima como cloxacilina; en nuestro laboratorio no se 
realizó la prueba con cloxacilina por falta de insumo.
Los métodos basados en la inhibición por EDTA se utilizan 
para la detección de MBL. El EDTA es un compuesto que se 
une al centro activo de las enzimas de clase B de Ambler 
que contiene iones de Zn+2. La sensibilidad a aztreonam 
(AZT) en conjunto con resistencia a carbapenemes, sobre 
todo si se observa efecto sinérgico con EDTA, es sugestivo 
de metaloenzimas. La resistencia a AZT no descarta su 
presencia debido a la posibilidad de mecanismos 
secundarios (AmpC desrreprimida, BLEE, e�ujo). La gran 
limitación es que algunas bacterias pueden ser muy 
sensibles al EDTA (rompe las porinas) y da falsos (+) pero la 
ocurrencia de esto depende de que se produzca la MBL en 
grandes cantidades. (25)
Al realizarse las pruebas con�rmatorias con discos de BOR, 
cloxacilina y EDTA se consideran 2 posibilidades: 
a) Sensibilidad a cefalosporinas de 3º generación y 
sinergia con BOR pero no con EDTA ni con cloxacilina: 
probables enzimas del tipo Sme (Serratia marcescens), IMI 
o NMCA (Enterobacter) 
b) Resistencia a cefalosporinas de 3º generación: 
- Sinergia con BOR pero no con cloxacilina ni con EDTA: 
probable KPC 
- Sinergia con EDTA pero no con BOR  ni con cloxacilina: 
probable MBL. 
- Sinergia con BOR y con cloxacilina pero no con EDTA: 
AmpC 
- Falta de sinergia con BOR, cloxacilina y EDTA: probable 
BLEE o carbapenemasa del tipo OXA. 
Finalmente todos estos mecanismos requieren con�r-
mación molecular.  (9, 24)
La aplicación de estos métodos en la detección de MBLs 
está limitada a Kpn y E. coli, ya que no han sido sistemáti-
camente testados  en otras especies de enterobacterias. 
Kpn productora de MBL como enzima única, tiene 
resistencia a todos los betalactámicos menos a los 
monobactámicos (AZT).  (22, 26)
Algunos trabajos exponen la importacia de colocar ERT en 
el antibiograma de enterobacterias para detectar mecanis-

mos de resistencia que otros carbapenemes no detectan 
para luego indagar con las demás pruebas fenotípicas. (27)
Hay un aumento global de los casos de ERC detectados, 
principalmente  Kpn, seguida de Enterobacter spp. (18, 28) 
Esto coincide con nuestros hallazgos donde predomina 
Kpn seguida de E.coli y luego E. cloacae.
Kpn productora de carbapenemasa, es la ERC que tiene las 
tasas de morbi-mortalidad más altas, oscilando entre el 18 
y el 60 % y siendo más altas en pacientes con bacteriemia, 
internación prolongada, pacientes que recibieron 
antibióticos previamente y en pacientes críticos multi-in-
vadidos (ventilación mecánica, catéteres, etc.). El mal uso 
de los antibióticos explica, en parte, el aumento de las 
resistencias. Sólo en la primera década del milenio el 
consumo global en humanos creció el 40%. Las bacterias 
resistentes a los antibióticos son anteriores a los antibióti-
cos mismos y con el mal uso se favorece la selección de 
cepas resistentes. Se suma a esto el problema de  que la 
industria farmacéutica ha dejado de interesarse por el 
desarrollo de nuevos antibióticos, un trabajo demasiado 
costoso para la fabricación de unos medicamentos que 
quedan obsoletos en pocos años y que no generan 
su�cientes bene�cios. (29 - 32)
La KPC es codi�cada por el gen blaKPC, las más 
frecuentes son KPC-2 y KPC-3 generalmente codi�cada 
en plásmidos. Hidrolizan e�cientemente penicilinas, 
cefalosporinas, AZT, carbapenemes y no se inhiben por 
clavulánico, tazobactam o sulbactam. (32) Desde el año 
2001 se describe la aparición de KPC en varios lugares del 
mundo con un comportamiento endémico y epidémico. 
Su importancia radica en la capacidad que posee de 
trasmitir resistencia a todos los antibióticos β - lactámicos 
y a otras familias de antibióticos como aminoglucósidos 
y quinolonas limitando las opciones terapéuticas. En la 
mayoría de los casos conservan la sensibilidad a colistin y  
tigeciclina. Las medidas de detección y control de ERC 
son necesarias para limitar los casos y lograr un 
tratamiento adecuado. (34 - 39)
A pesar de que según la bibliografía la resistencia a 
carbapenemes más usual se debe a la combinación de 
BLEE más impermeabilidad o AmpC más impermeabilidad 
en nuestro caso predominó la combinación de BLEE con 
KPC que es la más complicada desde el punto de vista 
clínico. Las carbapenemasas que han emergido en nuestro 
país pertenecen a la clase  A de Ambler, grupo funcional 2f 
de Karen Bush. Estas comprenden enzimas del  tipo Sme, 
NMC A, IMI y KPC. Todas estas enzimas son inhibidas por 
ácido  clavulánico y tazobactam. A excepción de las de 
tipo KPC, hidrolizan e�cientemente IMI y MEM, penicilinas, 
cefalosporinas de primera generación y  AZT, pero no 
oximino cefalosporinas. (39, 40)
Tres casos presentaban positivismo en todas las pruebas 
fenotípicas utilizadas suponiendo la presencia simultánea 
de BLEE, KPC y MBL resultando algo inusual y complicado 
de tratar clínicamente. 
E. cloacae es un microorganismo ubicuo en la naturaleza 
que forma parte de la �ora intestinal en humanos, y en los 
últimos años se ha convertido en un importante patógeno 
asociado a infecciones de origen nosocomial, principal-
mente bacteriemia, infección respiratoria, del tracto 
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que son los β-lactámicos de mayor espectro, actividad,  
resistencia a las β-lactamasas y altamente potentes contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas 
cualidades hacen que sean imprescindibles en el 
tratamiento empírico donde se sospecha de un microor-
ganismo multirresistente, infecciones graves nosocomia-
les o cepas productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE). 
Los principales mecanismos de resistencia a carbapene-
mes en bacterias Gram negativas pueden surgir por 
disminución de la permeabilidad del antibiótico a través 
de la membrana externa  por disminución de la expresión 
de porinas, aumento de la expulsión activa del antibiótico 
por bombas de e�ujo o combinación de mecanismos 
como BLEE o cefalosporinasa AmpC (cromosómica o 
plasmídica) más impermeabilidad. Éstas son causas 
comunes de resistencia a carbapenemes, pero lo que 
genera mayor preocupación es la producción de enzimas 
β-lactamasa, en especial las carbapenemasas de tipo 
Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacilinasas (OXA) y 
metaloenzimas Nueva Dheli (NDM) (1-4). Estas enzimas son 
un problema de salud pública porque aumentan la 
mortalidad y la diseminación del plásmido que las codi�ca 
lo que favorece la formación de brotes nosocomiales, 
limitando las opciones terapéuticas y favoreciendo la 
aparición en los últimos años de patógenos panrresis-
tentes, es decir aquellos resistentes a todos los antibióti-
cos comercialmente disponibles frente a los que quedan 
pocas  posibilidades terapéuticas. Con la presión selectiva 
ejercida por el uso indiscriminado de los antibióticos, se 
pueden seleccionar bacterias multirresistentes (con 
resistencia a por lo menos 3 clases de antibióticos) donde 
una población de bacterias que está produciendo una 
infección y forma parte de la �ora normal,  puede coexistir 
con bacterias portadoras de algún gen de resistencia y al 
ser enfrentadas a un determinado antibiótico sobreviven, 
a su vez si estas bacterias tienen un mecanismo de 
resistencia codi�cado en un plásmido, este se puede 
transferir a otras especies de bacterias relacionadas. (5 - 10)
 Se estima que el 50%  de todos los antimicrobianos que 
se prescriben son innecesarios o se usan de manera 
inadecuada, por ejemplo en infecciones que no lo 
requieren, por la presión que ejercen los pacientes o sus 
familiares por desconocimiento, falta de pruebas apropia-
das de diagnóstico y uso con �nes no terapéuticos en 
animales destinados al consumo humano. (11)
El objetivo de este trabajo es investigar la presencia de 
mecanismos enzimáticos de resistencia a carbapenemes 
presentes en Enterobacterias multirresistentes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios del 
Hospital Córdoba en el período de Febrero – Noviembre 
de 2017.

Materiales y metodos
Estudio retrospectivo, observacional en cepas de entero-
bacterias con resistencia a carbapenemes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios que 
se atienden en nuestra Institución, hombres y mujeres 
entre 18 y 65 años de los cuales se recibe pedido médico 
en el Área de Supervisión de Microbiología del Servicio de 

Bioquímica del Hospital Córdoba durante el período 
febrero- noviembre de 2017.

Aislamiento bacteriano
Las muestras recibidas se procesaron de acuerdo al 
protocolo interno del laboratorio establecido para cada 
tipo de material.
Las pruebas de identi�cación y sensibilidad a los antimi-
crobianos se determinaron  a través de métodos automa-
tizados Vitek 2 Compact (Biomerieux, Marcy-l'Étoile 
Francia) y Phoenix 100 (Becton Dickson, EE.UU) los cuales 
se basan en la medición de versiones modi�cadas de las 
reacciones bioquímicas convencionales mediante 
sustratos cromogénicos o �uorescentes y también se 
utilizaron métodos manuales estandarizados. (12)
Para las pruebas de sensibilidad manuales se usó el 
Método de Kirby - Bauer por difusión en agar Müeller - 
Hinton (MH) y la interpretación se realizó de acuerdo a las 
Normas Clinical and Laboratory Stadards (CLSI) 2017.
Para con�rmar mecanismos de resistencia arrojados por el 
equipo o sospecha de los mismos se realizaron métodos 
manuales. Se consideraron cepas sospechosas de producir 
carbapenemasa cuándo los sistemas automatizados 
arrojaron valores de Concentraciones Inhibitorias Mínimas 
(CIM) de  ertapenem (ERT), imipenem (IMI) o meropenem 
(MEM) en el rango  resistencia según las recomendaciones 
del CLSI o que en el antibiograma manual expresaron 
resistencia a la mayoría de los antibióticos.
Las recomendaciones 2014 del Servicio de Antimicrobia-
nos del Instituto Malbrán, consta de distintos screenings 
para la sospecha de carbapenemasas, entre ellos los 
usados en este trabajo: 
Difusión: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≤22 mm, para 
Salmonella IMI (10 ug)  ≤24 mm  y para Proteus IMI (10 ug)  
≤ 22 mm y MEM (10 ug)  ≤ 27 mm.
Vitek 2C: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≥2 ug/ml + MEM 
(10 ug)  ≥1 ug/ml 
Phoenix: Klebsiella – Enterobacter - Serratia: IMI (10 ug)  ≥
2 ug/ml y otras enterobacterias: ERT (10 ug)  ≥1 ug/ml. 
A partir de estos resultados positivos se debe realizar la 
con�rmación con discos de ácido borónico 300 ug(BOR), 
cloxacilina y quelantes de Zn como el EDTA. En nuestro 
caso se utilizó BOR, EDTA y Test de Hodge modi�cado.
Para detectar  BLEE se realizaron dos técnicas manuales, 
en una se colocó un disco de Amoxicilina – clavulánico 20 
/10 ug (AMC) entre discos de Ceftazidima 30 ug (CAZ) y 
Cefotaxima 30 ug (CTX) enfrentados a 27 mm borde a 
borde, observando el efecto “huevo” entre ellos y con la 
otra técnica se determinó la diferencia de halo entre 
discos de CTX / CTX - clavulánico 30 / 10 ug y CAZ / CAZ – 
clavulánico 30 / 10 ug, una diferencia mayor a 5mm 
implica la presencia de BLEE.
 Para con�rmar la presencia de  KPC, se realizó prueba por 
difusión colocando un disco de BOR entre los discos de IMI 
y MEM enfrentados a  15mm (centro a centro) con sinergia 
positiva. También se realizó el Test de Hodge modi�cado 
con tritón que consiste en el agregado y distribución de  
50 microlitros de Triton X - 100 en la super�cie de la placa 
de MH, se colocó en estufa a  35º C hasta su absorción 
completa y posteriormente se sembró una  suspensión de 

nación de mecanismos de resistencia BLEE + KPC, en 
E.cloacae  probable NMC-A ó IMI y en E.coli combinación 
de probable BLEE más KPC.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario saber los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar una terapia adecuada.

Introducción
La resistencia a los antibióticos es la capacidad de un 
microorganismo de resistir la acción de un antimicrobia-
no. Esta resistencia puede ser natural (intrínseca) o  
adquirida (secundaria). La intrínseca se observa en todas 
las cepas de la misma especie y/o género, es una 
característica estable y de transmisión vertical (sólo a 
células hijas). Con la resistencia adquirida las bacterias se 
tornan resistentes a un antibiótico al que previamente 
eran sensibles, ya sea por mutaciones o por intercambio 
de material genético (plásmidos o transposones), la 
transmisión  puede ser vertical u horizontal (entre 
miembros de la misma especie o diferente). 
En este trabajo se hace referencia a los carbapenemes, 

turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la cepa 
indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922) la cual se 
siembra por inundación en la placa. Se colocó en el centro 
de la placa un disco de MEM y con un ansa estéril se 
tomaron de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco de la cepa 
en estudio y se realizó una estría desde el borde del disco 
hacia la periferia de la placa, se incubó la placa en 
aerobiosis a 35 ºC durante 16 - 18 horas. El test es positivo 
cuando hay sobrecrecimiento de la cepa en estudio hasta 
el borde del disco. La sinergia de carbapenemes con 
discos de EDTA sirve para determinar la presencia de 
metalo – β - lactamasa (MBL, grupo 3). Para la misma se 
colocó el disco del quelante entre IMI y MEM a una 
distancia de 1,5 cm de borde a borde y se consideraron 
positivos los tests que muestran apertura de los halos de 
inhibición del carbapenem hacia el quelante y negativos 
aquéllos en los que solo se formen “túneles”.
El control de calidad se realiza utilizando cepas de 
referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 
25922,  Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 700603.
Los resultados fueron documentados en una base de 
datos de Excel Microsoft O�ce.

Resultados
En el período de febrero- noviembre de 2017 se obtuvo un 
total de 94 cepas de diversos materiales en donde los 
microorganismos aislados presentaron resistencia a uno o 
más carbapenemes. En la Figura I se representa la cantidad 
y tipo de muestra, observandose predominio de muestras 
de orina, obtenidas a través de catéter, nefrostomías o 
chorro medio. Figura 1. 
Dentro de los microorganismos aislados predominó Kpn, en 
segundo lugar E.cloacae y por último E.coli. En la Figura II se 
observa el nombre y número de  microorganismos aislados 
en las distintas muestras. Figura 2. 
Se evaluaron los mecanismos de resistencia de cada 
microorganismo teniendo en cuenta los resultados de las 
pruebas fenotípicas observándose que en Kpn predomina 
(58 / 83 aislamientos) el mecanismo BLEE + KPC que con�ere 
resistencia a carbapenemes. La mayoría de estos pacientes 
estaban internados en los Servicios de la Unidad de Cuidados 
Intermedios (UCI) y Unidad de Terapia Intensiva (UTI). En 3 
aislamientos se evidenció positividad conjunta en las 
sinergias con BOR y EDTA, dos de estas cepas pertenecían al 
mismo paciente y las muestras fueron de orina chorro medio 
tomadas el mismo mes. El tercer aislamiento pertenecía a 
una muestra de orina chorro medio de un paciente con 
antecedentes de Kpn KPC (+). Ambos pacientes hospitaliza-
dos y atendidos por el Servicio de Nefrología. En tres 
aislamientos (3/83) se observó sinergia en todas las pruebas, 
coexistiendo en forma probable BLEE  con KPC y con MBL. En 
la Tabla 1 se observan las resistencias antibióticas más 
relevantes. Tabla 1. 
En los resultados de pruebas fenotípicas para E.cloacae se 
observó predominio de probable NMC-A ó IMI (2 / 5 
aislamientos). Distintos pacientes, uno hospitalizado y 
otro ambulatorio. El per�l de sensibilidad se muestra en la 

Tabla 2.
Con las pruebas fenotípicas para E.coli se pudo ver que 
predominó una combinación de mecanismos de resisten-
cia, probable BLEE más KPC (3/6 aislamientos). Dos de 
ellos pertenecientes a un mismo paciente atendido por 
consultorio externo. La interpretación de la sensibidad a 
los antibióticos se puede ver en la Tabla 3.

Discusión
La detección de un paciente con infecciones producidas 
por enterobacterias resistentes a los carbapenemes (ERC) 
reduce las opciones terapéuticas y promueve el inicio de 
combinaciones de antibióticos, algunos de alta toxicidad y 
la aplicación de medidas de prevención y aislamiento de 
contacto, por lo cual su sospecha y con�rmación son 
fundamentales para reducir la mortalidad y la expansión 
de estos microorganismos. Uno de los tratamientos de 
elección es el colistin pero ya han aparecido ERC 
resistentes a éste limitando aún más el tratamiento 
óptimo. (10, 13 - 16)
En el análisis de ERC aisladas de distintos tipos de 
muestras el  microorganismo mayormente aislado fue Kpn 
(83/94 cepas ) lo que concuerda con algunos trabajos 
donde se expone que, actualmente,  Kpn KPC es la especie 
de ERC más frecuentemente encontrada. En Argentina, el 
primer caso se describe en el año 2006. (10,17)

Desde el Laboratorio de Microbiología es importante la 
detección ERC y supone un reto ya que estas enzimas 
tienen diferentes y variables grados de expresión in vitro, 
que en ocasiones generan CIM consideradas sensibles a 
algunos carbapenemes, di�cultando su detección, 
especialmente cuando se emplean sistemas automatiza-
dos. (18)  Cuando estos equipos o el antibiograma manual 
hacen sospechar de la presencia de una carbapenemasa a 
través de la sensibilidad disminuida o resistencia a las 
cefalosporinas de amplio espectro o carbapenemes o 
cepas en donde los valores de CIM de los carbapenemes 
se incrementan por encima de los correspondientes 
puntos de corte epidemiológicos (que separan las 
poblaciones salvajes de aquellas que presentan mecanis-
mos de resistencia), es necesario la con�rmación y 
diferenciación con otros mecanismos de resistencia o 
combinaciones de éstos, ya que no es igual la expresión 
de una carbapenemasa en Pseudomonas aeruginosa o en 
Acinetobacter baumannii que en E. coli, Kpn o E. cloacae. 
Cada una de estas especies tiene sus peculiaridades 
fenotípicas naturales que deben ser contempladas. (19). 
Los métodos de referencia como el ensayo espectrofo-
tométrico o biología molecular  no está siempre al alcance 
de todos los laboratorios, por lo que se han propuesto 
métodos biológicos (bioensayos) sencillos que permiten 
su detección. Dentro de los métodos usados en este 
trabajo se realizaron pruebas fenotípicas de inhibición con 
EDTA, BOR y ácido clavulánico mediante difusión en agar, 
así como el test de Hodge modi�cado con disco de MEM 
que permite una detección  mejorada de carbapenemasas 
de importancia clínica y se puede realizar en todos los 
bacilos Gram negativos. Este test a pesar de su sencillez 
tiene algunas limitaciones, posee una sensibilidad elevada 

urinario y abdominal.  La producción de carbapenemasas 
es poco frecuente en este microorganismo, aunque hay 
una creciente preocupación por su aparición y su rápida 
diseminación (41 - 44). Poseen resistencia natural a través de 
una AmpC cromosómica inducible, que normalmente 
causa resistencia a ampicilina, ampicilina - sulbactam, 
cefalotina, CTX. Pero  puede desrreprimirse sumando 
resistencia a cefalosporinas de tercera generación y AZT. 
La combinación de AmpC desreprimida (E.aerogenes,  
E.cloacae, Citrobacter freundii) más impermeabilidad 
también pueden llevar a la resistencia a carbapenemes en 
enterobacterias. (45)
En nuestro caso predominó la presencia de probable 
NMC-A ó IMI, que es una carbapenemasa  clase A de 
Ambler. 
E.coli posee  AmpC cromosómica, sin embargo la 
expresión de esta enzima es mínima debido a que este 
microorganismo carece del promotor natural (Amp-R ).En 
su forma natural o salvaje se expresa a nivel muy bajo y no 
con�ere resistencia de trascendencia clínica (46 - 48)
Lo más común dentro de sus mecanismos de resistencia 
adquiridos son las BLEE CTX-M, muy diseminadas en la 
actualidad por el mundo en enterobacterias que colonizan 
el intestino, siendo E. coli  la enterobacteria intestinal 
comensal (también  patógena) más abundante en el 
intestino.  (48 - 50) Hay pocos casos en la literatura de BLEE + 
carbapenemasas.
También se aislaron cepas con BLEE. La familia de 
Enterobacterias productoras de BLEE son una causa 
importante de infecciones nosocomiales. Dentro de este 
grupo  E. coli es causa frecuente  de infección del tracto 
urinario de la comunidad y nosocomial, mientras que 
Klebsiella spp y Enterobacter spp son causa importante  
de infecciones asociadas a la atención de la salud. Las 
localizaciones más frecuentes fueron neumonía nosoco-
mial, bacteriemia e infecciones intraabdominales. (34)
 
Conclusion
Con los resultados de las pruebas fenotípicas se observó 
que en Kpn predominó la combinación de mecanismos de 
resistencia BLEE + KPC, en E. cloacae  probable NMC-A ó 
IMI y en E.coli combinación de probable BLEE más KPC.
Cada vez es más frecuente la asociación de diferentes 
mecanismos de resistencia para la misma familia de 
antibióticos en una misma cepa. Esto hace que el per�l 
fenotípico sea difícil de interpretar y el tratamiento muy 
difícil de abordar.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario conocer los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar combinaciones terapéuticas más convenien-
tes evitando  fallas en los tratamientos y el uso indiscrimi-
nado de antibióticos y poder implementar a tiempo 
medidas de aislamiento de contacto y evitar la propa-
gación de estos microorganismos.
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pero no diferencia el tipo de carbapenemasa (no 
diferencia entre metaloenzimas y enzimas de clase 2f ) y 
se han observado resultados falsos negativos por la baja 
expresión de la carbapenemasa, sobre todo con cepas 
con MBL (como NDM - 1) y oxacilinasas. También se han 
comunicado falsos positivos con cepas productoras de 
CTX – M - 2 combinadas con impermeabilidad hasta un 
25 % de los casos y con las cepas hiperproductoras de 
AmpC. Asimismo, se ha discutido cuál es el carbapenem 
más adecuado, recomendándose la utilización de MEM y 
ERT. (20- 24)
En la guía CLSI M100 de 2018 esta prueba ha sido 
eliminada para la determinación de la producción de 
carbapenemasas en Enterobacteriaceae.
En cuanto a la sinergia con BOR,  permite inferir la 
presencia de KPC, pero tiene como gran limitación que el 
BOR inhibe también la AmpC de Enterobacter y Serratia, 
generando falsos positivos para esos microorganismos 
(aproximadamente 25 %) los cuales pueden diferenciarse 
usando discos combinados con un inhibidor de esa 
enzima como cloxacilina; en nuestro laboratorio no se 
realizó la prueba con cloxacilina por falta de insumo.
Los métodos basados en la inhibición por EDTA se utilizan 
para la detección de MBL. El EDTA es un compuesto que se 
une al centro activo de las enzimas de clase B de Ambler 
que contiene iones de Zn+2. La sensibilidad a aztreonam 
(AZT) en conjunto con resistencia a carbapenemes, sobre 
todo si se observa efecto sinérgico con EDTA, es sugestivo 
de metaloenzimas. La resistencia a AZT no descarta su 
presencia debido a la posibilidad de mecanismos 
secundarios (AmpC desrreprimida, BLEE, e�ujo). La gran 
limitación es que algunas bacterias pueden ser muy 
sensibles al EDTA (rompe las porinas) y da falsos (+) pero la 
ocurrencia de esto depende de que se produzca la MBL en 
grandes cantidades. (25)
Al realizarse las pruebas con�rmatorias con discos de BOR, 
cloxacilina y EDTA se consideran 2 posibilidades: 
a) Sensibilidad a cefalosporinas de 3º generación y 
sinergia con BOR pero no con EDTA ni con cloxacilina: 
probables enzimas del tipo Sme (Serratia marcescens), IMI 
o NMCA (Enterobacter) 
b) Resistencia a cefalosporinas de 3º generación: 
- Sinergia con BOR pero no con cloxacilina ni con EDTA: 
probable KPC 
- Sinergia con EDTA pero no con BOR  ni con cloxacilina: 
probable MBL. 
- Sinergia con BOR y con cloxacilina pero no con EDTA: 
AmpC 
- Falta de sinergia con BOR, cloxacilina y EDTA: probable 
BLEE o carbapenemasa del tipo OXA. 
Finalmente todos estos mecanismos requieren con�r-
mación molecular.  (9, 24)
La aplicación de estos métodos en la detección de MBLs 
está limitada a Kpn y E. coli, ya que no han sido sistemáti-
camente testados  en otras especies de enterobacterias. 
Kpn productora de MBL como enzima única, tiene 
resistencia a todos los betalactámicos menos a los 
monobactámicos (AZT).  (22, 26)
Algunos trabajos exponen la importacia de colocar ERT en 
el antibiograma de enterobacterias para detectar mecanis-

mos de resistencia que otros carbapenemes no detectan 
para luego indagar con las demás pruebas fenotípicas. (27)
Hay un aumento global de los casos de ERC detectados, 
principalmente  Kpn, seguida de Enterobacter spp. (18, 28) 
Esto coincide con nuestros hallazgos donde predomina 
Kpn seguida de E.coli y luego E. cloacae.
Kpn productora de carbapenemasa, es la ERC que tiene las 
tasas de morbi-mortalidad más altas, oscilando entre el 18 
y el 60 % y siendo más altas en pacientes con bacteriemia, 
internación prolongada, pacientes que recibieron 
antibióticos previamente y en pacientes críticos multi-in-
vadidos (ventilación mecánica, catéteres, etc.). El mal uso 
de los antibióticos explica, en parte, el aumento de las 
resistencias. Sólo en la primera década del milenio el 
consumo global en humanos creció el 40%. Las bacterias 
resistentes a los antibióticos son anteriores a los antibióti-
cos mismos y con el mal uso se favorece la selección de 
cepas resistentes. Se suma a esto el problema de  que la 
industria farmacéutica ha dejado de interesarse por el 
desarrollo de nuevos antibióticos, un trabajo demasiado 
costoso para la fabricación de unos medicamentos que 
quedan obsoletos en pocos años y que no generan 
su�cientes bene�cios. (29 - 32)
La KPC es codi�cada por el gen blaKPC, las más 
frecuentes son KPC-2 y KPC-3 generalmente codi�cada 
en plásmidos. Hidrolizan e�cientemente penicilinas, 
cefalosporinas, AZT, carbapenemes y no se inhiben por 
clavulánico, tazobactam o sulbactam. (32) Desde el año 
2001 se describe la aparición de KPC en varios lugares del 
mundo con un comportamiento endémico y epidémico. 
Su importancia radica en la capacidad que posee de 
trasmitir resistencia a todos los antibióticos β - lactámicos 
y a otras familias de antibióticos como aminoglucósidos 
y quinolonas limitando las opciones terapéuticas. En la 
mayoría de los casos conservan la sensibilidad a colistin y  
tigeciclina. Las medidas de detección y control de ERC 
son necesarias para limitar los casos y lograr un 
tratamiento adecuado. (34 - 39)
A pesar de que según la bibliografía la resistencia a 
carbapenemes más usual se debe a la combinación de 
BLEE más impermeabilidad o AmpC más impermeabilidad 
en nuestro caso predominó la combinación de BLEE con 
KPC que es la más complicada desde el punto de vista 
clínico. Las carbapenemasas que han emergido en nuestro 
país pertenecen a la clase  A de Ambler, grupo funcional 2f 
de Karen Bush. Estas comprenden enzimas del  tipo Sme, 
NMC A, IMI y KPC. Todas estas enzimas son inhibidas por 
ácido  clavulánico y tazobactam. A excepción de las de 
tipo KPC, hidrolizan e�cientemente IMI y MEM, penicilinas, 
cefalosporinas de primera generación y  AZT, pero no 
oximino cefalosporinas. (39, 40)
Tres casos presentaban positivismo en todas las pruebas 
fenotípicas utilizadas suponiendo la presencia simultánea 
de BLEE, KPC y MBL resultando algo inusual y complicado 
de tratar clínicamente. 
E. cloacae es un microorganismo ubicuo en la naturaleza 
que forma parte de la �ora intestinal en humanos, y en los 
últimos años se ha convertido en un importante patógeno 
asociado a infecciones de origen nosocomial, principal-
mente bacteriemia, infección respiratoria, del tracto 
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que son los β-lactámicos de mayor espectro, actividad,  
resistencia a las β-lactamasas y altamente potentes contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas 
cualidades hacen que sean imprescindibles en el 
tratamiento empírico donde se sospecha de un microor-
ganismo multirresistente, infecciones graves nosocomia-
les o cepas productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE). 
Los principales mecanismos de resistencia a carbapene-
mes en bacterias Gram negativas pueden surgir por 
disminución de la permeabilidad del antibiótico a través 
de la membrana externa  por disminución de la expresión 
de porinas, aumento de la expulsión activa del antibiótico 
por bombas de e�ujo o combinación de mecanismos 
como BLEE o cefalosporinasa AmpC (cromosómica o 
plasmídica) más impermeabilidad. Éstas son causas 
comunes de resistencia a carbapenemes, pero lo que 
genera mayor preocupación es la producción de enzimas 
β-lactamasa, en especial las carbapenemasas de tipo 
Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacilinasas (OXA) y 
metaloenzimas Nueva Dheli (NDM) (1-4). Estas enzimas son 
un problema de salud pública porque aumentan la 
mortalidad y la diseminación del plásmido que las codi�ca 
lo que favorece la formación de brotes nosocomiales, 
limitando las opciones terapéuticas y favoreciendo la 
aparición en los últimos años de patógenos panrresis-
tentes, es decir aquellos resistentes a todos los antibióti-
cos comercialmente disponibles frente a los que quedan 
pocas  posibilidades terapéuticas. Con la presión selectiva 
ejercida por el uso indiscriminado de los antibióticos, se 
pueden seleccionar bacterias multirresistentes (con 
resistencia a por lo menos 3 clases de antibióticos) donde 
una población de bacterias que está produciendo una 
infección y forma parte de la �ora normal,  puede coexistir 
con bacterias portadoras de algún gen de resistencia y al 
ser enfrentadas a un determinado antibiótico sobreviven, 
a su vez si estas bacterias tienen un mecanismo de 
resistencia codi�cado en un plásmido, este se puede 
transferir a otras especies de bacterias relacionadas. (5 - 10)
 Se estima que el 50%  de todos los antimicrobianos que 
se prescriben son innecesarios o se usan de manera 
inadecuada, por ejemplo en infecciones que no lo 
requieren, por la presión que ejercen los pacientes o sus 
familiares por desconocimiento, falta de pruebas apropia-
das de diagnóstico y uso con �nes no terapéuticos en 
animales destinados al consumo humano. (11)
El objetivo de este trabajo es investigar la presencia de 
mecanismos enzimáticos de resistencia a carbapenemes 
presentes en Enterobacterias multirresistentes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios del 
Hospital Córdoba en el período de Febrero – Noviembre 
de 2017.

Materiales y metodos
Estudio retrospectivo, observacional en cepas de entero-
bacterias con resistencia a carbapenemes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios que 
se atienden en nuestra Institución, hombres y mujeres 
entre 18 y 65 años de los cuales se recibe pedido médico 
en el Área de Supervisión de Microbiología del Servicio de 

Bioquímica del Hospital Córdoba durante el período 
febrero- noviembre de 2017.

Aislamiento bacteriano
Las muestras recibidas se procesaron de acuerdo al 
protocolo interno del laboratorio establecido para cada 
tipo de material.
Las pruebas de identi�cación y sensibilidad a los antimi-
crobianos se determinaron  a través de métodos automa-
tizados Vitek 2 Compact (Biomerieux, Marcy-l'Étoile 
Francia) y Phoenix 100 (Becton Dickson, EE.UU) los cuales 
se basan en la medición de versiones modi�cadas de las 
reacciones bioquímicas convencionales mediante 
sustratos cromogénicos o �uorescentes y también se 
utilizaron métodos manuales estandarizados. (12)
Para las pruebas de sensibilidad manuales se usó el 
Método de Kirby - Bauer por difusión en agar Müeller - 
Hinton (MH) y la interpretación se realizó de acuerdo a las 
Normas Clinical and Laboratory Stadards (CLSI) 2017.
Para con�rmar mecanismos de resistencia arrojados por el 
equipo o sospecha de los mismos se realizaron métodos 
manuales. Se consideraron cepas sospechosas de producir 
carbapenemasa cuándo los sistemas automatizados 
arrojaron valores de Concentraciones Inhibitorias Mínimas 
(CIM) de  ertapenem (ERT), imipenem (IMI) o meropenem 
(MEM) en el rango  resistencia según las recomendaciones 
del CLSI o que en el antibiograma manual expresaron 
resistencia a la mayoría de los antibióticos.
Las recomendaciones 2014 del Servicio de Antimicrobia-
nos del Instituto Malbrán, consta de distintos screenings 
para la sospecha de carbapenemasas, entre ellos los 
usados en este trabajo: 
Difusión: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≤22 mm, para 
Salmonella IMI (10 ug)  ≤24 mm  y para Proteus IMI (10 ug)  
≤ 22 mm y MEM (10 ug)  ≤ 27 mm.
Vitek 2C: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≥2 ug/ml + MEM 
(10 ug)  ≥1 ug/ml 
Phoenix: Klebsiella – Enterobacter - Serratia: IMI (10 ug)  ≥
2 ug/ml y otras enterobacterias: ERT (10 ug)  ≥1 ug/ml. 
A partir de estos resultados positivos se debe realizar la 
con�rmación con discos de ácido borónico 300 ug(BOR), 
cloxacilina y quelantes de Zn como el EDTA. En nuestro 
caso se utilizó BOR, EDTA y Test de Hodge modi�cado.
Para detectar  BLEE se realizaron dos técnicas manuales, 
en una se colocó un disco de Amoxicilina – clavulánico 20 
/10 ug (AMC) entre discos de Ceftazidima 30 ug (CAZ) y 
Cefotaxima 30 ug (CTX) enfrentados a 27 mm borde a 
borde, observando el efecto “huevo” entre ellos y con la 
otra técnica se determinó la diferencia de halo entre 
discos de CTX / CTX - clavulánico 30 / 10 ug y CAZ / CAZ – 
clavulánico 30 / 10 ug, una diferencia mayor a 5mm 
implica la presencia de BLEE.
 Para con�rmar la presencia de  KPC, se realizó prueba por 
difusión colocando un disco de BOR entre los discos de IMI 
y MEM enfrentados a  15mm (centro a centro) con sinergia 
positiva. También se realizó el Test de Hodge modi�cado 
con tritón que consiste en el agregado y distribución de  
50 microlitros de Triton X - 100 en la super�cie de la placa 
de MH, se colocó en estufa a  35º C hasta su absorción 
completa y posteriormente se sembró una  suspensión de 

nación de mecanismos de resistencia BLEE + KPC, en 
E.cloacae  probable NMC-A ó IMI y en E.coli combinación 
de probable BLEE más KPC.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario saber los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar una terapia adecuada.

Introducción
La resistencia a los antibióticos es la capacidad de un 
microorganismo de resistir la acción de un antimicrobia-
no. Esta resistencia puede ser natural (intrínseca) o  
adquirida (secundaria). La intrínseca se observa en todas 
las cepas de la misma especie y/o género, es una 
característica estable y de transmisión vertical (sólo a 
células hijas). Con la resistencia adquirida las bacterias se 
tornan resistentes a un antibiótico al que previamente 
eran sensibles, ya sea por mutaciones o por intercambio 
de material genético (plásmidos o transposones), la 
transmisión  puede ser vertical u horizontal (entre 
miembros de la misma especie o diferente). 
En este trabajo se hace referencia a los carbapenemes, 

turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la cepa 
indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922) la cual se 
siembra por inundación en la placa. Se colocó en el centro 
de la placa un disco de MEM y con un ansa estéril se 
tomaron de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco de la cepa 
en estudio y se realizó una estría desde el borde del disco 
hacia la periferia de la placa, se incubó la placa en 
aerobiosis a 35 ºC durante 16 - 18 horas. El test es positivo 
cuando hay sobrecrecimiento de la cepa en estudio hasta 
el borde del disco. La sinergia de carbapenemes con 
discos de EDTA sirve para determinar la presencia de 
metalo – β - lactamasa (MBL, grupo 3). Para la misma se 
colocó el disco del quelante entre IMI y MEM a una 
distancia de 1,5 cm de borde a borde y se consideraron 
positivos los tests que muestran apertura de los halos de 
inhibición del carbapenem hacia el quelante y negativos 
aquéllos en los que solo se formen “túneles”.
El control de calidad se realiza utilizando cepas de 
referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 
25922,  Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 700603.
Los resultados fueron documentados en una base de 
datos de Excel Microsoft O�ce.

Resultados
En el período de febrero- noviembre de 2017 se obtuvo un 
total de 94 cepas de diversos materiales en donde los 
microorganismos aislados presentaron resistencia a uno o 
más carbapenemes. En la Figura I se representa la cantidad 
y tipo de muestra, observandose predominio de muestras 
de orina, obtenidas a través de catéter, nefrostomías o 
chorro medio. Figura 1. 
Dentro de los microorganismos aislados predominó Kpn, en 
segundo lugar E.cloacae y por último E.coli. En la Figura II se 
observa el nombre y número de  microorganismos aislados 
en las distintas muestras. Figura 2. 
Se evaluaron los mecanismos de resistencia de cada 
microorganismo teniendo en cuenta los resultados de las 
pruebas fenotípicas observándose que en Kpn predomina 
(58 / 83 aislamientos) el mecanismo BLEE + KPC que con�ere 
resistencia a carbapenemes. La mayoría de estos pacientes 
estaban internados en los Servicios de la Unidad de Cuidados 
Intermedios (UCI) y Unidad de Terapia Intensiva (UTI). En 3 
aislamientos se evidenció positividad conjunta en las 
sinergias con BOR y EDTA, dos de estas cepas pertenecían al 
mismo paciente y las muestras fueron de orina chorro medio 
tomadas el mismo mes. El tercer aislamiento pertenecía a 
una muestra de orina chorro medio de un paciente con 
antecedentes de Kpn KPC (+). Ambos pacientes hospitaliza-
dos y atendidos por el Servicio de Nefrología. En tres 
aislamientos (3/83) se observó sinergia en todas las pruebas, 
coexistiendo en forma probable BLEE  con KPC y con MBL. En 
la Tabla 1 se observan las resistencias antibióticas más 
relevantes. Tabla 1. 
En los resultados de pruebas fenotípicas para E.cloacae se 
observó predominio de probable NMC-A ó IMI (2 / 5 
aislamientos). Distintos pacientes, uno hospitalizado y 
otro ambulatorio. El per�l de sensibilidad se muestra en la 

Tabla 2.
Con las pruebas fenotípicas para E.coli se pudo ver que 
predominó una combinación de mecanismos de resisten-
cia, probable BLEE más KPC (3/6 aislamientos). Dos de 
ellos pertenecientes a un mismo paciente atendido por 
consultorio externo. La interpretación de la sensibidad a 
los antibióticos se puede ver en la Tabla 3.

Discusión
La detección de un paciente con infecciones producidas 
por enterobacterias resistentes a los carbapenemes (ERC) 
reduce las opciones terapéuticas y promueve el inicio de 
combinaciones de antibióticos, algunos de alta toxicidad y 
la aplicación de medidas de prevención y aislamiento de 
contacto, por lo cual su sospecha y con�rmación son 
fundamentales para reducir la mortalidad y la expansión 
de estos microorganismos. Uno de los tratamientos de 
elección es el colistin pero ya han aparecido ERC 
resistentes a éste limitando aún más el tratamiento 
óptimo. (10, 13 - 16)
En el análisis de ERC aisladas de distintos tipos de 
muestras el  microorganismo mayormente aislado fue Kpn 
(83/94 cepas ) lo que concuerda con algunos trabajos 
donde se expone que, actualmente,  Kpn KPC es la especie 
de ERC más frecuentemente encontrada. En Argentina, el 
primer caso se describe en el año 2006. (10,17)

Desde el Laboratorio de Microbiología es importante la 
detección ERC y supone un reto ya que estas enzimas 
tienen diferentes y variables grados de expresión in vitro, 
que en ocasiones generan CIM consideradas sensibles a 
algunos carbapenemes, di�cultando su detección, 
especialmente cuando se emplean sistemas automatiza-
dos. (18)  Cuando estos equipos o el antibiograma manual 
hacen sospechar de la presencia de una carbapenemasa a 
través de la sensibilidad disminuida o resistencia a las 
cefalosporinas de amplio espectro o carbapenemes o 
cepas en donde los valores de CIM de los carbapenemes 
se incrementan por encima de los correspondientes 
puntos de corte epidemiológicos (que separan las 
poblaciones salvajes de aquellas que presentan mecanis-
mos de resistencia), es necesario la con�rmación y 
diferenciación con otros mecanismos de resistencia o 
combinaciones de éstos, ya que no es igual la expresión 
de una carbapenemasa en Pseudomonas aeruginosa o en 
Acinetobacter baumannii que en E. coli, Kpn o E. cloacae. 
Cada una de estas especies tiene sus peculiaridades 
fenotípicas naturales que deben ser contempladas. (19). 
Los métodos de referencia como el ensayo espectrofo-
tométrico o biología molecular  no está siempre al alcance 
de todos los laboratorios, por lo que se han propuesto 
métodos biológicos (bioensayos) sencillos que permiten 
su detección. Dentro de los métodos usados en este 
trabajo se realizaron pruebas fenotípicas de inhibición con 
EDTA, BOR y ácido clavulánico mediante difusión en agar, 
así como el test de Hodge modi�cado con disco de MEM 
que permite una detección  mejorada de carbapenemasas 
de importancia clínica y se puede realizar en todos los 
bacilos Gram negativos. Este test a pesar de su sencillez 
tiene algunas limitaciones, posee una sensibilidad elevada 

urinario y abdominal.  La producción de carbapenemasas 
es poco frecuente en este microorganismo, aunque hay 
una creciente preocupación por su aparición y su rápida 
diseminación (41 - 44). Poseen resistencia natural a través de 
una AmpC cromosómica inducible, que normalmente 
causa resistencia a ampicilina, ampicilina - sulbactam, 
cefalotina, CTX. Pero  puede desrreprimirse sumando 
resistencia a cefalosporinas de tercera generación y AZT. 
La combinación de AmpC desreprimida (E.aerogenes,  
E.cloacae, Citrobacter freundii) más impermeabilidad 
también pueden llevar a la resistencia a carbapenemes en 
enterobacterias. (45)
En nuestro caso predominó la presencia de probable 
NMC-A ó IMI, que es una carbapenemasa  clase A de 
Ambler. 
E.coli posee  AmpC cromosómica, sin embargo la 
expresión de esta enzima es mínima debido a que este 
microorganismo carece del promotor natural (Amp-R ).En 
su forma natural o salvaje se expresa a nivel muy bajo y no 
con�ere resistencia de trascendencia clínica (46 - 48)
Lo más común dentro de sus mecanismos de resistencia 
adquiridos son las BLEE CTX-M, muy diseminadas en la 
actualidad por el mundo en enterobacterias que colonizan 
el intestino, siendo E. coli  la enterobacteria intestinal 
comensal (también  patógena) más abundante en el 
intestino.  (48 - 50) Hay pocos casos en la literatura de BLEE + 
carbapenemasas.
También se aislaron cepas con BLEE. La familia de 
Enterobacterias productoras de BLEE son una causa 
importante de infecciones nosocomiales. Dentro de este 
grupo  E. coli es causa frecuente  de infección del tracto 
urinario de la comunidad y nosocomial, mientras que 
Klebsiella spp y Enterobacter spp son causa importante  
de infecciones asociadas a la atención de la salud. Las 
localizaciones más frecuentes fueron neumonía nosoco-
mial, bacteriemia e infecciones intraabdominales. (34)
 
Conclusion
Con los resultados de las pruebas fenotípicas se observó 
que en Kpn predominó la combinación de mecanismos de 
resistencia BLEE + KPC, en E. cloacae  probable NMC-A ó 
IMI y en E.coli combinación de probable BLEE más KPC.
Cada vez es más frecuente la asociación de diferentes 
mecanismos de resistencia para la misma familia de 
antibióticos en una misma cepa. Esto hace que el per�l 
fenotípico sea difícil de interpretar y el tratamiento muy 
difícil de abordar.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario conocer los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar combinaciones terapéuticas más convenien-
tes evitando  fallas en los tratamientos y el uso indiscrimi-
nado de antibióticos y poder implementar a tiempo 
medidas de aislamiento de contacto y evitar la propa-
gación de estos microorganismos.
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pero no diferencia el tipo de carbapenemasa (no 
diferencia entre metaloenzimas y enzimas de clase 2f ) y 
se han observado resultados falsos negativos por la baja 
expresión de la carbapenemasa, sobre todo con cepas 
con MBL (como NDM - 1) y oxacilinasas. También se han 
comunicado falsos positivos con cepas productoras de 
CTX – M - 2 combinadas con impermeabilidad hasta un 
25 % de los casos y con las cepas hiperproductoras de 
AmpC. Asimismo, se ha discutido cuál es el carbapenem 
más adecuado, recomendándose la utilización de MEM y 
ERT. (20- 24)
En la guía CLSI M100 de 2018 esta prueba ha sido 
eliminada para la determinación de la producción de 
carbapenemasas en Enterobacteriaceae.
En cuanto a la sinergia con BOR,  permite inferir la 
presencia de KPC, pero tiene como gran limitación que el 
BOR inhibe también la AmpC de Enterobacter y Serratia, 
generando falsos positivos para esos microorganismos 
(aproximadamente 25 %) los cuales pueden diferenciarse 
usando discos combinados con un inhibidor de esa 
enzima como cloxacilina; en nuestro laboratorio no se 
realizó la prueba con cloxacilina por falta de insumo.
Los métodos basados en la inhibición por EDTA se utilizan 
para la detección de MBL. El EDTA es un compuesto que se 
une al centro activo de las enzimas de clase B de Ambler 
que contiene iones de Zn+2. La sensibilidad a aztreonam 
(AZT) en conjunto con resistencia a carbapenemes, sobre 
todo si se observa efecto sinérgico con EDTA, es sugestivo 
de metaloenzimas. La resistencia a AZT no descarta su 
presencia debido a la posibilidad de mecanismos 
secundarios (AmpC desrreprimida, BLEE, e�ujo). La gran 
limitación es que algunas bacterias pueden ser muy 
sensibles al EDTA (rompe las porinas) y da falsos (+) pero la 
ocurrencia de esto depende de que se produzca la MBL en 
grandes cantidades. (25)
Al realizarse las pruebas con�rmatorias con discos de BOR, 
cloxacilina y EDTA se consideran 2 posibilidades: 
a) Sensibilidad a cefalosporinas de 3º generación y 
sinergia con BOR pero no con EDTA ni con cloxacilina: 
probables enzimas del tipo Sme (Serratia marcescens), IMI 
o NMCA (Enterobacter) 
b) Resistencia a cefalosporinas de 3º generación: 
- Sinergia con BOR pero no con cloxacilina ni con EDTA: 
probable KPC 
- Sinergia con EDTA pero no con BOR  ni con cloxacilina: 
probable MBL. 
- Sinergia con BOR y con cloxacilina pero no con EDTA: 
AmpC 
- Falta de sinergia con BOR, cloxacilina y EDTA: probable 
BLEE o carbapenemasa del tipo OXA. 
Finalmente todos estos mecanismos requieren con�r-
mación molecular.  (9, 24)
La aplicación de estos métodos en la detección de MBLs 
está limitada a Kpn y E. coli, ya que no han sido sistemáti-
camente testados  en otras especies de enterobacterias. 
Kpn productora de MBL como enzima única, tiene 
resistencia a todos los betalactámicos menos a los 
monobactámicos (AZT).  (22, 26)
Algunos trabajos exponen la importacia de colocar ERT en 
el antibiograma de enterobacterias para detectar mecanis-

mos de resistencia que otros carbapenemes no detectan 
para luego indagar con las demás pruebas fenotípicas. (27)
Hay un aumento global de los casos de ERC detectados, 
principalmente  Kpn, seguida de Enterobacter spp. (18, 28) 
Esto coincide con nuestros hallazgos donde predomina 
Kpn seguida de E.coli y luego E. cloacae.
Kpn productora de carbapenemasa, es la ERC que tiene las 
tasas de morbi-mortalidad más altas, oscilando entre el 18 
y el 60 % y siendo más altas en pacientes con bacteriemia, 
internación prolongada, pacientes que recibieron 
antibióticos previamente y en pacientes críticos multi-in-
vadidos (ventilación mecánica, catéteres, etc.). El mal uso 
de los antibióticos explica, en parte, el aumento de las 
resistencias. Sólo en la primera década del milenio el 
consumo global en humanos creció el 40%. Las bacterias 
resistentes a los antibióticos son anteriores a los antibióti-
cos mismos y con el mal uso se favorece la selección de 
cepas resistentes. Se suma a esto el problema de  que la 
industria farmacéutica ha dejado de interesarse por el 
desarrollo de nuevos antibióticos, un trabajo demasiado 
costoso para la fabricación de unos medicamentos que 
quedan obsoletos en pocos años y que no generan 
su�cientes bene�cios. (29 - 32)
La KPC es codi�cada por el gen blaKPC, las más 
frecuentes son KPC-2 y KPC-3 generalmente codi�cada 
en plásmidos. Hidrolizan e�cientemente penicilinas, 
cefalosporinas, AZT, carbapenemes y no se inhiben por 
clavulánico, tazobactam o sulbactam. (32) Desde el año 
2001 se describe la aparición de KPC en varios lugares del 
mundo con un comportamiento endémico y epidémico. 
Su importancia radica en la capacidad que posee de 
trasmitir resistencia a todos los antibióticos β - lactámicos 
y a otras familias de antibióticos como aminoglucósidos 
y quinolonas limitando las opciones terapéuticas. En la 
mayoría de los casos conservan la sensibilidad a colistin y  
tigeciclina. Las medidas de detección y control de ERC 
son necesarias para limitar los casos y lograr un 
tratamiento adecuado. (34 - 39)
A pesar de que según la bibliografía la resistencia a 
carbapenemes más usual se debe a la combinación de 
BLEE más impermeabilidad o AmpC más impermeabilidad 
en nuestro caso predominó la combinación de BLEE con 
KPC que es la más complicada desde el punto de vista 
clínico. Las carbapenemasas que han emergido en nuestro 
país pertenecen a la clase  A de Ambler, grupo funcional 2f 
de Karen Bush. Estas comprenden enzimas del  tipo Sme, 
NMC A, IMI y KPC. Todas estas enzimas son inhibidas por 
ácido  clavulánico y tazobactam. A excepción de las de 
tipo KPC, hidrolizan e�cientemente IMI y MEM, penicilinas, 
cefalosporinas de primera generación y  AZT, pero no 
oximino cefalosporinas. (39, 40)
Tres casos presentaban positivismo en todas las pruebas 
fenotípicas utilizadas suponiendo la presencia simultánea 
de BLEE, KPC y MBL resultando algo inusual y complicado 
de tratar clínicamente. 
E. cloacae es un microorganismo ubicuo en la naturaleza 
que forma parte de la �ora intestinal en humanos, y en los 
últimos años se ha convertido en un importante patógeno 
asociado a infecciones de origen nosocomial, principal-
mente bacteriemia, infección respiratoria, del tracto 
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que son los β-lactámicos de mayor espectro, actividad,  
resistencia a las β-lactamasas y altamente potentes contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas 
cualidades hacen que sean imprescindibles en el 
tratamiento empírico donde se sospecha de un microor-
ganismo multirresistente, infecciones graves nosocomia-
les o cepas productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE). 
Los principales mecanismos de resistencia a carbapene-
mes en bacterias Gram negativas pueden surgir por 
disminución de la permeabilidad del antibiótico a través 
de la membrana externa  por disminución de la expresión 
de porinas, aumento de la expulsión activa del antibiótico 
por bombas de e�ujo o combinación de mecanismos 
como BLEE o cefalosporinasa AmpC (cromosómica o 
plasmídica) más impermeabilidad. Éstas son causas 
comunes de resistencia a carbapenemes, pero lo que 
genera mayor preocupación es la producción de enzimas 
β-lactamasa, en especial las carbapenemasas de tipo 
Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacilinasas (OXA) y 
metaloenzimas Nueva Dheli (NDM) (1-4). Estas enzimas son 
un problema de salud pública porque aumentan la 
mortalidad y la diseminación del plásmido que las codi�ca 
lo que favorece la formación de brotes nosocomiales, 
limitando las opciones terapéuticas y favoreciendo la 
aparición en los últimos años de patógenos panrresis-
tentes, es decir aquellos resistentes a todos los antibióti-
cos comercialmente disponibles frente a los que quedan 
pocas  posibilidades terapéuticas. Con la presión selectiva 
ejercida por el uso indiscriminado de los antibióticos, se 
pueden seleccionar bacterias multirresistentes (con 
resistencia a por lo menos 3 clases de antibióticos) donde 
una población de bacterias que está produciendo una 
infección y forma parte de la �ora normal,  puede coexistir 
con bacterias portadoras de algún gen de resistencia y al 
ser enfrentadas a un determinado antibiótico sobreviven, 
a su vez si estas bacterias tienen un mecanismo de 
resistencia codi�cado en un plásmido, este se puede 
transferir a otras especies de bacterias relacionadas. (5 - 10)
 Se estima que el 50%  de todos los antimicrobianos que 
se prescriben son innecesarios o se usan de manera 
inadecuada, por ejemplo en infecciones que no lo 
requieren, por la presión que ejercen los pacientes o sus 
familiares por desconocimiento, falta de pruebas apropia-
das de diagnóstico y uso con �nes no terapéuticos en 
animales destinados al consumo humano. (11)
El objetivo de este trabajo es investigar la presencia de 
mecanismos enzimáticos de resistencia a carbapenemes 
presentes en Enterobacterias multirresistentes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios del 
Hospital Córdoba en el período de Febrero – Noviembre 
de 2017.

Materiales y metodos
Estudio retrospectivo, observacional en cepas de entero-
bacterias con resistencia a carbapenemes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios que 
se atienden en nuestra Institución, hombres y mujeres 
entre 18 y 65 años de los cuales se recibe pedido médico 
en el Área de Supervisión de Microbiología del Servicio de 

Bioquímica del Hospital Córdoba durante el período 
febrero- noviembre de 2017.

Aislamiento bacteriano
Las muestras recibidas se procesaron de acuerdo al 
protocolo interno del laboratorio establecido para cada 
tipo de material.
Las pruebas de identi�cación y sensibilidad a los antimi-
crobianos se determinaron  a través de métodos automa-
tizados Vitek 2 Compact (Biomerieux, Marcy-l'Étoile 
Francia) y Phoenix 100 (Becton Dickson, EE.UU) los cuales 
se basan en la medición de versiones modi�cadas de las 
reacciones bioquímicas convencionales mediante 
sustratos cromogénicos o �uorescentes y también se 
utilizaron métodos manuales estandarizados. (12)
Para las pruebas de sensibilidad manuales se usó el 
Método de Kirby - Bauer por difusión en agar Müeller - 
Hinton (MH) y la interpretación se realizó de acuerdo a las 
Normas Clinical and Laboratory Stadards (CLSI) 2017.
Para con�rmar mecanismos de resistencia arrojados por el 
equipo o sospecha de los mismos se realizaron métodos 
manuales. Se consideraron cepas sospechosas de producir 
carbapenemasa cuándo los sistemas automatizados 
arrojaron valores de Concentraciones Inhibitorias Mínimas 
(CIM) de  ertapenem (ERT), imipenem (IMI) o meropenem 
(MEM) en el rango  resistencia según las recomendaciones 
del CLSI o que en el antibiograma manual expresaron 
resistencia a la mayoría de los antibióticos.
Las recomendaciones 2014 del Servicio de Antimicrobia-
nos del Instituto Malbrán, consta de distintos screenings 
para la sospecha de carbapenemasas, entre ellos los 
usados en este trabajo: 
Difusión: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≤22 mm, para 
Salmonella IMI (10 ug)  ≤24 mm  y para Proteus IMI (10 ug)  
≤ 22 mm y MEM (10 ug)  ≤ 27 mm.
Vitek 2C: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≥2 ug/ml + MEM 
(10 ug)  ≥1 ug/ml 
Phoenix: Klebsiella – Enterobacter - Serratia: IMI (10 ug)  ≥
2 ug/ml y otras enterobacterias: ERT (10 ug)  ≥1 ug/ml. 
A partir de estos resultados positivos se debe realizar la 
con�rmación con discos de ácido borónico 300 ug(BOR), 
cloxacilina y quelantes de Zn como el EDTA. En nuestro 
caso se utilizó BOR, EDTA y Test de Hodge modi�cado.
Para detectar  BLEE se realizaron dos técnicas manuales, 
en una se colocó un disco de Amoxicilina – clavulánico 20 
/10 ug (AMC) entre discos de Ceftazidima 30 ug (CAZ) y 
Cefotaxima 30 ug (CTX) enfrentados a 27 mm borde a 
borde, observando el efecto “huevo” entre ellos y con la 
otra técnica se determinó la diferencia de halo entre 
discos de CTX / CTX - clavulánico 30 / 10 ug y CAZ / CAZ – 
clavulánico 30 / 10 ug, una diferencia mayor a 5mm 
implica la presencia de BLEE.
 Para con�rmar la presencia de  KPC, se realizó prueba por 
difusión colocando un disco de BOR entre los discos de IMI 
y MEM enfrentados a  15mm (centro a centro) con sinergia 
positiva. También se realizó el Test de Hodge modi�cado 
con tritón que consiste en el agregado y distribución de  
50 microlitros de Triton X - 100 en la super�cie de la placa 
de MH, se colocó en estufa a  35º C hasta su absorción 
completa y posteriormente se sembró una  suspensión de 

nación de mecanismos de resistencia BLEE + KPC, en 
E.cloacae  probable NMC-A ó IMI y en E.coli combinación 
de probable BLEE más KPC.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario saber los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar una terapia adecuada.

Introducción
La resistencia a los antibióticos es la capacidad de un 
microorganismo de resistir la acción de un antimicrobia-
no. Esta resistencia puede ser natural (intrínseca) o  
adquirida (secundaria). La intrínseca se observa en todas 
las cepas de la misma especie y/o género, es una 
característica estable y de transmisión vertical (sólo a 
células hijas). Con la resistencia adquirida las bacterias se 
tornan resistentes a un antibiótico al que previamente 
eran sensibles, ya sea por mutaciones o por intercambio 
de material genético (plásmidos o transposones), la 
transmisión  puede ser vertical u horizontal (entre 
miembros de la misma especie o diferente). 
En este trabajo se hace referencia a los carbapenemes, 

turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la cepa 
indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922) la cual se 
siembra por inundación en la placa. Se colocó en el centro 
de la placa un disco de MEM y con un ansa estéril se 
tomaron de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco de la cepa 
en estudio y se realizó una estría desde el borde del disco 
hacia la periferia de la placa, se incubó la placa en 
aerobiosis a 35 ºC durante 16 - 18 horas. El test es positivo 
cuando hay sobrecrecimiento de la cepa en estudio hasta 
el borde del disco. La sinergia de carbapenemes con 
discos de EDTA sirve para determinar la presencia de 
metalo – β - lactamasa (MBL, grupo 3). Para la misma se 
colocó el disco del quelante entre IMI y MEM a una 
distancia de 1,5 cm de borde a borde y se consideraron 
positivos los tests que muestran apertura de los halos de 
inhibición del carbapenem hacia el quelante y negativos 
aquéllos en los que solo se formen “túneles”.
El control de calidad se realiza utilizando cepas de 
referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 
25922,  Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 700603.
Los resultados fueron documentados en una base de 
datos de Excel Microsoft O�ce.

Resultados
En el período de febrero- noviembre de 2017 se obtuvo un 
total de 94 cepas de diversos materiales en donde los 
microorganismos aislados presentaron resistencia a uno o 
más carbapenemes. En la Figura I se representa la cantidad 
y tipo de muestra, observandose predominio de muestras 
de orina, obtenidas a través de catéter, nefrostomías o 
chorro medio. Figura 1. 
Dentro de los microorganismos aislados predominó Kpn, en 
segundo lugar E.cloacae y por último E.coli. En la Figura II se 
observa el nombre y número de  microorganismos aislados 
en las distintas muestras. Figura 2. 
Se evaluaron los mecanismos de resistencia de cada 
microorganismo teniendo en cuenta los resultados de las 
pruebas fenotípicas observándose que en Kpn predomina 
(58 / 83 aislamientos) el mecanismo BLEE + KPC que con�ere 
resistencia a carbapenemes. La mayoría de estos pacientes 
estaban internados en los Servicios de la Unidad de Cuidados 
Intermedios (UCI) y Unidad de Terapia Intensiva (UTI). En 3 
aislamientos se evidenció positividad conjunta en las 
sinergias con BOR y EDTA, dos de estas cepas pertenecían al 
mismo paciente y las muestras fueron de orina chorro medio 
tomadas el mismo mes. El tercer aislamiento pertenecía a 
una muestra de orina chorro medio de un paciente con 
antecedentes de Kpn KPC (+). Ambos pacientes hospitaliza-
dos y atendidos por el Servicio de Nefrología. En tres 
aislamientos (3/83) se observó sinergia en todas las pruebas, 
coexistiendo en forma probable BLEE  con KPC y con MBL. En 
la Tabla 1 se observan las resistencias antibióticas más 
relevantes. Tabla 1. 
En los resultados de pruebas fenotípicas para E.cloacae se 
observó predominio de probable NMC-A ó IMI (2 / 5 
aislamientos). Distintos pacientes, uno hospitalizado y 
otro ambulatorio. El per�l de sensibilidad se muestra en la 

Tabla 2.
Con las pruebas fenotípicas para E.coli se pudo ver que 
predominó una combinación de mecanismos de resisten-
cia, probable BLEE más KPC (3/6 aislamientos). Dos de 
ellos pertenecientes a un mismo paciente atendido por 
consultorio externo. La interpretación de la sensibidad a 
los antibióticos se puede ver en la Tabla 3.

Discusión
La detección de un paciente con infecciones producidas 
por enterobacterias resistentes a los carbapenemes (ERC) 
reduce las opciones terapéuticas y promueve el inicio de 
combinaciones de antibióticos, algunos de alta toxicidad y 
la aplicación de medidas de prevención y aislamiento de 
contacto, por lo cual su sospecha y con�rmación son 
fundamentales para reducir la mortalidad y la expansión 
de estos microorganismos. Uno de los tratamientos de 
elección es el colistin pero ya han aparecido ERC 
resistentes a éste limitando aún más el tratamiento 
óptimo. (10, 13 - 16)
En el análisis de ERC aisladas de distintos tipos de 
muestras el  microorganismo mayormente aislado fue Kpn 
(83/94 cepas ) lo que concuerda con algunos trabajos 
donde se expone que, actualmente,  Kpn KPC es la especie 
de ERC más frecuentemente encontrada. En Argentina, el 
primer caso se describe en el año 2006. (10,17)

Desde el Laboratorio de Microbiología es importante la 
detección ERC y supone un reto ya que estas enzimas 
tienen diferentes y variables grados de expresión in vitro, 
que en ocasiones generan CIM consideradas sensibles a 
algunos carbapenemes, di�cultando su detección, 
especialmente cuando se emplean sistemas automatiza-
dos. (18)  Cuando estos equipos o el antibiograma manual 
hacen sospechar de la presencia de una carbapenemasa a 
través de la sensibilidad disminuida o resistencia a las 
cefalosporinas de amplio espectro o carbapenemes o 
cepas en donde los valores de CIM de los carbapenemes 
se incrementan por encima de los correspondientes 
puntos de corte epidemiológicos (que separan las 
poblaciones salvajes de aquellas que presentan mecanis-
mos de resistencia), es necesario la con�rmación y 
diferenciación con otros mecanismos de resistencia o 
combinaciones de éstos, ya que no es igual la expresión 
de una carbapenemasa en Pseudomonas aeruginosa o en 
Acinetobacter baumannii que en E. coli, Kpn o E. cloacae. 
Cada una de estas especies tiene sus peculiaridades 
fenotípicas naturales que deben ser contempladas. (19). 
Los métodos de referencia como el ensayo espectrofo-
tométrico o biología molecular  no está siempre al alcance 
de todos los laboratorios, por lo que se han propuesto 
métodos biológicos (bioensayos) sencillos que permiten 
su detección. Dentro de los métodos usados en este 
trabajo se realizaron pruebas fenotípicas de inhibición con 
EDTA, BOR y ácido clavulánico mediante difusión en agar, 
así como el test de Hodge modi�cado con disco de MEM 
que permite una detección  mejorada de carbapenemasas 
de importancia clínica y se puede realizar en todos los 
bacilos Gram negativos. Este test a pesar de su sencillez 
tiene algunas limitaciones, posee una sensibilidad elevada 

urinario y abdominal.  La producción de carbapenemasas 
es poco frecuente en este microorganismo, aunque hay 
una creciente preocupación por su aparición y su rápida 
diseminación (41 - 44). Poseen resistencia natural a través de 
una AmpC cromosómica inducible, que normalmente 
causa resistencia a ampicilina, ampicilina - sulbactam, 
cefalotina, CTX. Pero  puede desrreprimirse sumando 
resistencia a cefalosporinas de tercera generación y AZT. 
La combinación de AmpC desreprimida (E.aerogenes,  
E.cloacae, Citrobacter freundii) más impermeabilidad 
también pueden llevar a la resistencia a carbapenemes en 
enterobacterias. (45)
En nuestro caso predominó la presencia de probable 
NMC-A ó IMI, que es una carbapenemasa  clase A de 
Ambler. 
E.coli posee  AmpC cromosómica, sin embargo la 
expresión de esta enzima es mínima debido a que este 
microorganismo carece del promotor natural (Amp-R ).En 
su forma natural o salvaje se expresa a nivel muy bajo y no 
con�ere resistencia de trascendencia clínica (46 - 48)
Lo más común dentro de sus mecanismos de resistencia 
adquiridos son las BLEE CTX-M, muy diseminadas en la 
actualidad por el mundo en enterobacterias que colonizan 
el intestino, siendo E. coli  la enterobacteria intestinal 
comensal (también  patógena) más abundante en el 
intestino.  (48 - 50) Hay pocos casos en la literatura de BLEE + 
carbapenemasas.
También se aislaron cepas con BLEE. La familia de 
Enterobacterias productoras de BLEE son una causa 
importante de infecciones nosocomiales. Dentro de este 
grupo  E. coli es causa frecuente  de infección del tracto 
urinario de la comunidad y nosocomial, mientras que 
Klebsiella spp y Enterobacter spp son causa importante  
de infecciones asociadas a la atención de la salud. Las 
localizaciones más frecuentes fueron neumonía nosoco-
mial, bacteriemia e infecciones intraabdominales. (34)
 
Conclusion
Con los resultados de las pruebas fenotípicas se observó 
que en Kpn predominó la combinación de mecanismos de 
resistencia BLEE + KPC, en E. cloacae  probable NMC-A ó 
IMI y en E.coli combinación de probable BLEE más KPC.
Cada vez es más frecuente la asociación de diferentes 
mecanismos de resistencia para la misma familia de 
antibióticos en una misma cepa. Esto hace que el per�l 
fenotípico sea difícil de interpretar y el tratamiento muy 
difícil de abordar.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario conocer los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar combinaciones terapéuticas más convenien-
tes evitando  fallas en los tratamientos y el uso indiscrimi-
nado de antibióticos y poder implementar a tiempo 
medidas de aislamiento de contacto y evitar la propa-
gación de estos microorganismos.
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pero no diferencia el tipo de carbapenemasa (no 
diferencia entre metaloenzimas y enzimas de clase 2f ) y 
se han observado resultados falsos negativos por la baja 
expresión de la carbapenemasa, sobre todo con cepas 
con MBL (como NDM - 1) y oxacilinasas. También se han 
comunicado falsos positivos con cepas productoras de 
CTX – M - 2 combinadas con impermeabilidad hasta un 
25 % de los casos y con las cepas hiperproductoras de 
AmpC. Asimismo, se ha discutido cuál es el carbapenem 
más adecuado, recomendándose la utilización de MEM y 
ERT. (20- 24)
En la guía CLSI M100 de 2018 esta prueba ha sido 
eliminada para la determinación de la producción de 
carbapenemasas en Enterobacteriaceae.
En cuanto a la sinergia con BOR,  permite inferir la 
presencia de KPC, pero tiene como gran limitación que el 
BOR inhibe también la AmpC de Enterobacter y Serratia, 
generando falsos positivos para esos microorganismos 
(aproximadamente 25 %) los cuales pueden diferenciarse 
usando discos combinados con un inhibidor de esa 
enzima como cloxacilina; en nuestro laboratorio no se 
realizó la prueba con cloxacilina por falta de insumo.
Los métodos basados en la inhibición por EDTA se utilizan 
para la detección de MBL. El EDTA es un compuesto que se 
une al centro activo de las enzimas de clase B de Ambler 
que contiene iones de Zn+2. La sensibilidad a aztreonam 
(AZT) en conjunto con resistencia a carbapenemes, sobre 
todo si se observa efecto sinérgico con EDTA, es sugestivo 
de metaloenzimas. La resistencia a AZT no descarta su 
presencia debido a la posibilidad de mecanismos 
secundarios (AmpC desrreprimida, BLEE, e�ujo). La gran 
limitación es que algunas bacterias pueden ser muy 
sensibles al EDTA (rompe las porinas) y da falsos (+) pero la 
ocurrencia de esto depende de que se produzca la MBL en 
grandes cantidades. (25)
Al realizarse las pruebas con�rmatorias con discos de BOR, 
cloxacilina y EDTA se consideran 2 posibilidades: 
a) Sensibilidad a cefalosporinas de 3º generación y 
sinergia con BOR pero no con EDTA ni con cloxacilina: 
probables enzimas del tipo Sme (Serratia marcescens), IMI 
o NMCA (Enterobacter) 
b) Resistencia a cefalosporinas de 3º generación: 
- Sinergia con BOR pero no con cloxacilina ni con EDTA: 
probable KPC 
- Sinergia con EDTA pero no con BOR  ni con cloxacilina: 
probable MBL. 
- Sinergia con BOR y con cloxacilina pero no con EDTA: 
AmpC 
- Falta de sinergia con BOR, cloxacilina y EDTA: probable 
BLEE o carbapenemasa del tipo OXA. 
Finalmente todos estos mecanismos requieren con�r-
mación molecular.  (9, 24)
La aplicación de estos métodos en la detección de MBLs 
está limitada a Kpn y E. coli, ya que no han sido sistemáti-
camente testados  en otras especies de enterobacterias. 
Kpn productora de MBL como enzima única, tiene 
resistencia a todos los betalactámicos menos a los 
monobactámicos (AZT).  (22, 26)
Algunos trabajos exponen la importacia de colocar ERT en 
el antibiograma de enterobacterias para detectar mecanis-

mos de resistencia que otros carbapenemes no detectan 
para luego indagar con las demás pruebas fenotípicas. (27)
Hay un aumento global de los casos de ERC detectados, 
principalmente  Kpn, seguida de Enterobacter spp. (18, 28) 
Esto coincide con nuestros hallazgos donde predomina 
Kpn seguida de E.coli y luego E. cloacae.
Kpn productora de carbapenemasa, es la ERC que tiene las 
tasas de morbi-mortalidad más altas, oscilando entre el 18 
y el 60 % y siendo más altas en pacientes con bacteriemia, 
internación prolongada, pacientes que recibieron 
antibióticos previamente y en pacientes críticos multi-in-
vadidos (ventilación mecánica, catéteres, etc.). El mal uso 
de los antibióticos explica, en parte, el aumento de las 
resistencias. Sólo en la primera década del milenio el 
consumo global en humanos creció el 40%. Las bacterias 
resistentes a los antibióticos son anteriores a los antibióti-
cos mismos y con el mal uso se favorece la selección de 
cepas resistentes. Se suma a esto el problema de  que la 
industria farmacéutica ha dejado de interesarse por el 
desarrollo de nuevos antibióticos, un trabajo demasiado 
costoso para la fabricación de unos medicamentos que 
quedan obsoletos en pocos años y que no generan 
su�cientes bene�cios. (29 - 32)
La KPC es codi�cada por el gen blaKPC, las más 
frecuentes son KPC-2 y KPC-3 generalmente codi�cada 
en plásmidos. Hidrolizan e�cientemente penicilinas, 
cefalosporinas, AZT, carbapenemes y no se inhiben por 
clavulánico, tazobactam o sulbactam. (32) Desde el año 
2001 se describe la aparición de KPC en varios lugares del 
mundo con un comportamiento endémico y epidémico. 
Su importancia radica en la capacidad que posee de 
trasmitir resistencia a todos los antibióticos β - lactámicos 
y a otras familias de antibióticos como aminoglucósidos 
y quinolonas limitando las opciones terapéuticas. En la 
mayoría de los casos conservan la sensibilidad a colistin y  
tigeciclina. Las medidas de detección y control de ERC 
son necesarias para limitar los casos y lograr un 
tratamiento adecuado. (34 - 39)
A pesar de que según la bibliografía la resistencia a 
carbapenemes más usual se debe a la combinación de 
BLEE más impermeabilidad o AmpC más impermeabilidad 
en nuestro caso predominó la combinación de BLEE con 
KPC que es la más complicada desde el punto de vista 
clínico. Las carbapenemasas que han emergido en nuestro 
país pertenecen a la clase  A de Ambler, grupo funcional 2f 
de Karen Bush. Estas comprenden enzimas del  tipo Sme, 
NMC A, IMI y KPC. Todas estas enzimas son inhibidas por 
ácido  clavulánico y tazobactam. A excepción de las de 
tipo KPC, hidrolizan e�cientemente IMI y MEM, penicilinas, 
cefalosporinas de primera generación y  AZT, pero no 
oximino cefalosporinas. (39, 40)
Tres casos presentaban positivismo en todas las pruebas 
fenotípicas utilizadas suponiendo la presencia simultánea 
de BLEE, KPC y MBL resultando algo inusual y complicado 
de tratar clínicamente. 
E. cloacae es un microorganismo ubicuo en la naturaleza 
que forma parte de la �ora intestinal en humanos, y en los 
últimos años se ha convertido en un importante patógeno 
asociado a infecciones de origen nosocomial, principal-
mente bacteriemia, infección respiratoria, del tracto 
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que son los β-lactámicos de mayor espectro, actividad,  
resistencia a las β-lactamasas y altamente potentes contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas 
cualidades hacen que sean imprescindibles en el 
tratamiento empírico donde se sospecha de un microor-
ganismo multirresistente, infecciones graves nosocomia-
les o cepas productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE). 
Los principales mecanismos de resistencia a carbapene-
mes en bacterias Gram negativas pueden surgir por 
disminución de la permeabilidad del antibiótico a través 
de la membrana externa  por disminución de la expresión 
de porinas, aumento de la expulsión activa del antibiótico 
por bombas de e�ujo o combinación de mecanismos 
como BLEE o cefalosporinasa AmpC (cromosómica o 
plasmídica) más impermeabilidad. Éstas son causas 
comunes de resistencia a carbapenemes, pero lo que 
genera mayor preocupación es la producción de enzimas 
β-lactamasa, en especial las carbapenemasas de tipo 
Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacilinasas (OXA) y 
metaloenzimas Nueva Dheli (NDM) (1-4). Estas enzimas son 
un problema de salud pública porque aumentan la 
mortalidad y la diseminación del plásmido que las codi�ca 
lo que favorece la formación de brotes nosocomiales, 
limitando las opciones terapéuticas y favoreciendo la 
aparición en los últimos años de patógenos panrresis-
tentes, es decir aquellos resistentes a todos los antibióti-
cos comercialmente disponibles frente a los que quedan 
pocas  posibilidades terapéuticas. Con la presión selectiva 
ejercida por el uso indiscriminado de los antibióticos, se 
pueden seleccionar bacterias multirresistentes (con 
resistencia a por lo menos 3 clases de antibióticos) donde 
una población de bacterias que está produciendo una 
infección y forma parte de la �ora normal,  puede coexistir 
con bacterias portadoras de algún gen de resistencia y al 
ser enfrentadas a un determinado antibiótico sobreviven, 
a su vez si estas bacterias tienen un mecanismo de 
resistencia codi�cado en un plásmido, este se puede 
transferir a otras especies de bacterias relacionadas. (5 - 10)
 Se estima que el 50%  de todos los antimicrobianos que 
se prescriben son innecesarios o se usan de manera 
inadecuada, por ejemplo en infecciones que no lo 
requieren, por la presión que ejercen los pacientes o sus 
familiares por desconocimiento, falta de pruebas apropia-
das de diagnóstico y uso con �nes no terapéuticos en 
animales destinados al consumo humano. (11)
El objetivo de este trabajo es investigar la presencia de 
mecanismos enzimáticos de resistencia a carbapenemes 
presentes en Enterobacterias multirresistentes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios del 
Hospital Córdoba en el período de Febrero – Noviembre 
de 2017.

Materiales y metodos
Estudio retrospectivo, observacional en cepas de entero-
bacterias con resistencia a carbapenemes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios que 
se atienden en nuestra Institución, hombres y mujeres 
entre 18 y 65 años de los cuales se recibe pedido médico 
en el Área de Supervisión de Microbiología del Servicio de 

Bioquímica del Hospital Córdoba durante el período 
febrero- noviembre de 2017.

Aislamiento bacteriano
Las muestras recibidas se procesaron de acuerdo al 
protocolo interno del laboratorio establecido para cada 
tipo de material.
Las pruebas de identi�cación y sensibilidad a los antimi-
crobianos se determinaron  a través de métodos automa-
tizados Vitek 2 Compact (Biomerieux, Marcy-l'Étoile 
Francia) y Phoenix 100 (Becton Dickson, EE.UU) los cuales 
se basan en la medición de versiones modi�cadas de las 
reacciones bioquímicas convencionales mediante 
sustratos cromogénicos o �uorescentes y también se 
utilizaron métodos manuales estandarizados. (12)
Para las pruebas de sensibilidad manuales se usó el 
Método de Kirby - Bauer por difusión en agar Müeller - 
Hinton (MH) y la interpretación se realizó de acuerdo a las 
Normas Clinical and Laboratory Stadards (CLSI) 2017.
Para con�rmar mecanismos de resistencia arrojados por el 
equipo o sospecha de los mismos se realizaron métodos 
manuales. Se consideraron cepas sospechosas de producir 
carbapenemasa cuándo los sistemas automatizados 
arrojaron valores de Concentraciones Inhibitorias Mínimas 
(CIM) de  ertapenem (ERT), imipenem (IMI) o meropenem 
(MEM) en el rango  resistencia según las recomendaciones 
del CLSI o que en el antibiograma manual expresaron 
resistencia a la mayoría de los antibióticos.
Las recomendaciones 2014 del Servicio de Antimicrobia-
nos del Instituto Malbrán, consta de distintos screenings 
para la sospecha de carbapenemasas, entre ellos los 
usados en este trabajo: 
Difusión: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≤22 mm, para 
Salmonella IMI (10 ug)  ≤24 mm  y para Proteus IMI (10 ug)  
≤ 22 mm y MEM (10 ug)  ≤ 27 mm.
Vitek 2C: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≥2 ug/ml + MEM 
(10 ug)  ≥1 ug/ml 
Phoenix: Klebsiella – Enterobacter - Serratia: IMI (10 ug)  ≥
2 ug/ml y otras enterobacterias: ERT (10 ug)  ≥1 ug/ml. 
A partir de estos resultados positivos se debe realizar la 
con�rmación con discos de ácido borónico 300 ug(BOR), 
cloxacilina y quelantes de Zn como el EDTA. En nuestro 
caso se utilizó BOR, EDTA y Test de Hodge modi�cado.
Para detectar  BLEE se realizaron dos técnicas manuales, 
en una se colocó un disco de Amoxicilina – clavulánico 20 
/10 ug (AMC) entre discos de Ceftazidima 30 ug (CAZ) y 
Cefotaxima 30 ug (CTX) enfrentados a 27 mm borde a 
borde, observando el efecto “huevo” entre ellos y con la 
otra técnica se determinó la diferencia de halo entre 
discos de CTX / CTX - clavulánico 30 / 10 ug y CAZ / CAZ – 
clavulánico 30 / 10 ug, una diferencia mayor a 5mm 
implica la presencia de BLEE.
 Para con�rmar la presencia de  KPC, se realizó prueba por 
difusión colocando un disco de BOR entre los discos de IMI 
y MEM enfrentados a  15mm (centro a centro) con sinergia 
positiva. También se realizó el Test de Hodge modi�cado 
con tritón que consiste en el agregado y distribución de  
50 microlitros de Triton X - 100 en la super�cie de la placa 
de MH, se colocó en estufa a  35º C hasta su absorción 
completa y posteriormente se sembró una  suspensión de 

nación de mecanismos de resistencia BLEE + KPC, en 
E.cloacae  probable NMC-A ó IMI y en E.coli combinación 
de probable BLEE más KPC.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario saber los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar una terapia adecuada.

Introducción
La resistencia a los antibióticos es la capacidad de un 
microorganismo de resistir la acción de un antimicrobia-
no. Esta resistencia puede ser natural (intrínseca) o  
adquirida (secundaria). La intrínseca se observa en todas 
las cepas de la misma especie y/o género, es una 
característica estable y de transmisión vertical (sólo a 
células hijas). Con la resistencia adquirida las bacterias se 
tornan resistentes a un antibiótico al que previamente 
eran sensibles, ya sea por mutaciones o por intercambio 
de material genético (plásmidos o transposones), la 
transmisión  puede ser vertical u horizontal (entre 
miembros de la misma especie o diferente). 
En este trabajo se hace referencia a los carbapenemes, 

turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la cepa 
indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922) la cual se 
siembra por inundación en la placa. Se colocó en el centro 
de la placa un disco de MEM y con un ansa estéril se 
tomaron de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco de la cepa 
en estudio y se realizó una estría desde el borde del disco 
hacia la periferia de la placa, se incubó la placa en 
aerobiosis a 35 ºC durante 16 - 18 horas. El test es positivo 
cuando hay sobrecrecimiento de la cepa en estudio hasta 
el borde del disco. La sinergia de carbapenemes con 
discos de EDTA sirve para determinar la presencia de 
metalo – β - lactamasa (MBL, grupo 3). Para la misma se 
colocó el disco del quelante entre IMI y MEM a una 
distancia de 1,5 cm de borde a borde y se consideraron 
positivos los tests que muestran apertura de los halos de 
inhibición del carbapenem hacia el quelante y negativos 
aquéllos en los que solo se formen “túneles”.
El control de calidad se realiza utilizando cepas de 
referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 
25922,  Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 700603.
Los resultados fueron documentados en una base de 
datos de Excel Microsoft O�ce.

Resultados
En el período de febrero- noviembre de 2017 se obtuvo un 
total de 94 cepas de diversos materiales en donde los 
microorganismos aislados presentaron resistencia a uno o 
más carbapenemes. En la Figura I se representa la cantidad 
y tipo de muestra, observandose predominio de muestras 
de orina, obtenidas a través de catéter, nefrostomías o 
chorro medio. Figura 1. 
Dentro de los microorganismos aislados predominó Kpn, en 
segundo lugar E.cloacae y por último E.coli. En la Figura II se 
observa el nombre y número de  microorganismos aislados 
en las distintas muestras. Figura 2. 
Se evaluaron los mecanismos de resistencia de cada 
microorganismo teniendo en cuenta los resultados de las 
pruebas fenotípicas observándose que en Kpn predomina 
(58 / 83 aislamientos) el mecanismo BLEE + KPC que con�ere 
resistencia a carbapenemes. La mayoría de estos pacientes 
estaban internados en los Servicios de la Unidad de Cuidados 
Intermedios (UCI) y Unidad de Terapia Intensiva (UTI). En 3 
aislamientos se evidenció positividad conjunta en las 
sinergias con BOR y EDTA, dos de estas cepas pertenecían al 
mismo paciente y las muestras fueron de orina chorro medio 
tomadas el mismo mes. El tercer aislamiento pertenecía a 
una muestra de orina chorro medio de un paciente con 
antecedentes de Kpn KPC (+). Ambos pacientes hospitaliza-
dos y atendidos por el Servicio de Nefrología. En tres 
aislamientos (3/83) se observó sinergia en todas las pruebas, 
coexistiendo en forma probable BLEE  con KPC y con MBL. En 
la Tabla 1 se observan las resistencias antibióticas más 
relevantes. Tabla 1. 
En los resultados de pruebas fenotípicas para E.cloacae se 
observó predominio de probable NMC-A ó IMI (2 / 5 
aislamientos). Distintos pacientes, uno hospitalizado y 
otro ambulatorio. El per�l de sensibilidad se muestra en la 

Tabla 2.
Con las pruebas fenotípicas para E.coli se pudo ver que 
predominó una combinación de mecanismos de resisten-
cia, probable BLEE más KPC (3/6 aislamientos). Dos de 
ellos pertenecientes a un mismo paciente atendido por 
consultorio externo. La interpretación de la sensibidad a 
los antibióticos se puede ver en la Tabla 3.

Discusión
La detección de un paciente con infecciones producidas 
por enterobacterias resistentes a los carbapenemes (ERC) 
reduce las opciones terapéuticas y promueve el inicio de 
combinaciones de antibióticos, algunos de alta toxicidad y 
la aplicación de medidas de prevención y aislamiento de 
contacto, por lo cual su sospecha y con�rmación son 
fundamentales para reducir la mortalidad y la expansión 
de estos microorganismos. Uno de los tratamientos de 
elección es el colistin pero ya han aparecido ERC 
resistentes a éste limitando aún más el tratamiento 
óptimo. (10, 13 - 16)
En el análisis de ERC aisladas de distintos tipos de 
muestras el  microorganismo mayormente aislado fue Kpn 
(83/94 cepas ) lo que concuerda con algunos trabajos 
donde se expone que, actualmente,  Kpn KPC es la especie 
de ERC más frecuentemente encontrada. En Argentina, el 
primer caso se describe en el año 2006. (10,17)

Desde el Laboratorio de Microbiología es importante la 
detección ERC y supone un reto ya que estas enzimas 
tienen diferentes y variables grados de expresión in vitro, 
que en ocasiones generan CIM consideradas sensibles a 
algunos carbapenemes, di�cultando su detección, 
especialmente cuando se emplean sistemas automatiza-
dos. (18)  Cuando estos equipos o el antibiograma manual 
hacen sospechar de la presencia de una carbapenemasa a 
través de la sensibilidad disminuida o resistencia a las 
cefalosporinas de amplio espectro o carbapenemes o 
cepas en donde los valores de CIM de los carbapenemes 
se incrementan por encima de los correspondientes 
puntos de corte epidemiológicos (que separan las 
poblaciones salvajes de aquellas que presentan mecanis-
mos de resistencia), es necesario la con�rmación y 
diferenciación con otros mecanismos de resistencia o 
combinaciones de éstos, ya que no es igual la expresión 
de una carbapenemasa en Pseudomonas aeruginosa o en 
Acinetobacter baumannii que en E. coli, Kpn o E. cloacae. 
Cada una de estas especies tiene sus peculiaridades 
fenotípicas naturales que deben ser contempladas. (19). 
Los métodos de referencia como el ensayo espectrofo-
tométrico o biología molecular  no está siempre al alcance 
de todos los laboratorios, por lo que se han propuesto 
métodos biológicos (bioensayos) sencillos que permiten 
su detección. Dentro de los métodos usados en este 
trabajo se realizaron pruebas fenotípicas de inhibición con 
EDTA, BOR y ácido clavulánico mediante difusión en agar, 
así como el test de Hodge modi�cado con disco de MEM 
que permite una detección  mejorada de carbapenemasas 
de importancia clínica y se puede realizar en todos los 
bacilos Gram negativos. Este test a pesar de su sencillez 
tiene algunas limitaciones, posee una sensibilidad elevada 

urinario y abdominal.  La producción de carbapenemasas 
es poco frecuente en este microorganismo, aunque hay 
una creciente preocupación por su aparición y su rápida 
diseminación (41 - 44). Poseen resistencia natural a través de 
una AmpC cromosómica inducible, que normalmente 
causa resistencia a ampicilina, ampicilina - sulbactam, 
cefalotina, CTX. Pero  puede desrreprimirse sumando 
resistencia a cefalosporinas de tercera generación y AZT. 
La combinación de AmpC desreprimida (E.aerogenes,  
E.cloacae, Citrobacter freundii) más impermeabilidad 
también pueden llevar a la resistencia a carbapenemes en 
enterobacterias. (45)
En nuestro caso predominó la presencia de probable 
NMC-A ó IMI, que es una carbapenemasa  clase A de 
Ambler. 
E.coli posee  AmpC cromosómica, sin embargo la 
expresión de esta enzima es mínima debido a que este 
microorganismo carece del promotor natural (Amp-R ).En 
su forma natural o salvaje se expresa a nivel muy bajo y no 
con�ere resistencia de trascendencia clínica (46 - 48)
Lo más común dentro de sus mecanismos de resistencia 
adquiridos son las BLEE CTX-M, muy diseminadas en la 
actualidad por el mundo en enterobacterias que colonizan 
el intestino, siendo E. coli  la enterobacteria intestinal 
comensal (también  patógena) más abundante en el 
intestino.  (48 - 50) Hay pocos casos en la literatura de BLEE + 
carbapenemasas.
También se aislaron cepas con BLEE. La familia de 
Enterobacterias productoras de BLEE son una causa 
importante de infecciones nosocomiales. Dentro de este 
grupo  E. coli es causa frecuente  de infección del tracto 
urinario de la comunidad y nosocomial, mientras que 
Klebsiella spp y Enterobacter spp son causa importante  
de infecciones asociadas a la atención de la salud. Las 
localizaciones más frecuentes fueron neumonía nosoco-
mial, bacteriemia e infecciones intraabdominales. (34)
 
Conclusion
Con los resultados de las pruebas fenotípicas se observó 
que en Kpn predominó la combinación de mecanismos de 
resistencia BLEE + KPC, en E. cloacae  probable NMC-A ó 
IMI y en E.coli combinación de probable BLEE más KPC.
Cada vez es más frecuente la asociación de diferentes 
mecanismos de resistencia para la misma familia de 
antibióticos en una misma cepa. Esto hace que el per�l 
fenotípico sea difícil de interpretar y el tratamiento muy 
difícil de abordar.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario conocer los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar combinaciones terapéuticas más convenien-
tes evitando  fallas en los tratamientos y el uso indiscrimi-
nado de antibióticos y poder implementar a tiempo 
medidas de aislamiento de contacto y evitar la propa-
gación de estos microorganismos.
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pero no diferencia el tipo de carbapenemasa (no 
diferencia entre metaloenzimas y enzimas de clase 2f ) y 
se han observado resultados falsos negativos por la baja 
expresión de la carbapenemasa, sobre todo con cepas 
con MBL (como NDM - 1) y oxacilinasas. También se han 
comunicado falsos positivos con cepas productoras de 
CTX – M - 2 combinadas con impermeabilidad hasta un 
25 % de los casos y con las cepas hiperproductoras de 
AmpC. Asimismo, se ha discutido cuál es el carbapenem 
más adecuado, recomendándose la utilización de MEM y 
ERT. (20- 24)
En la guía CLSI M100 de 2018 esta prueba ha sido 
eliminada para la determinación de la producción de 
carbapenemasas en Enterobacteriaceae.
En cuanto a la sinergia con BOR,  permite inferir la 
presencia de KPC, pero tiene como gran limitación que el 
BOR inhibe también la AmpC de Enterobacter y Serratia, 
generando falsos positivos para esos microorganismos 
(aproximadamente 25 %) los cuales pueden diferenciarse 
usando discos combinados con un inhibidor de esa 
enzima como cloxacilina; en nuestro laboratorio no se 
realizó la prueba con cloxacilina por falta de insumo.
Los métodos basados en la inhibición por EDTA se utilizan 
para la detección de MBL. El EDTA es un compuesto que se 
une al centro activo de las enzimas de clase B de Ambler 
que contiene iones de Zn+2. La sensibilidad a aztreonam 
(AZT) en conjunto con resistencia a carbapenemes, sobre 
todo si se observa efecto sinérgico con EDTA, es sugestivo 
de metaloenzimas. La resistencia a AZT no descarta su 
presencia debido a la posibilidad de mecanismos 
secundarios (AmpC desrreprimida, BLEE, e�ujo). La gran 
limitación es que algunas bacterias pueden ser muy 
sensibles al EDTA (rompe las porinas) y da falsos (+) pero la 
ocurrencia de esto depende de que se produzca la MBL en 
grandes cantidades. (25)
Al realizarse las pruebas con�rmatorias con discos de BOR, 
cloxacilina y EDTA se consideran 2 posibilidades: 
a) Sensibilidad a cefalosporinas de 3º generación y 
sinergia con BOR pero no con EDTA ni con cloxacilina: 
probables enzimas del tipo Sme (Serratia marcescens), IMI 
o NMCA (Enterobacter) 
b) Resistencia a cefalosporinas de 3º generación: 
- Sinergia con BOR pero no con cloxacilina ni con EDTA: 
probable KPC 
- Sinergia con EDTA pero no con BOR  ni con cloxacilina: 
probable MBL. 
- Sinergia con BOR y con cloxacilina pero no con EDTA: 
AmpC 
- Falta de sinergia con BOR, cloxacilina y EDTA: probable 
BLEE o carbapenemasa del tipo OXA. 
Finalmente todos estos mecanismos requieren con�r-
mación molecular.  (9, 24)
La aplicación de estos métodos en la detección de MBLs 
está limitada a Kpn y E. coli, ya que no han sido sistemáti-
camente testados  en otras especies de enterobacterias. 
Kpn productora de MBL como enzima única, tiene 
resistencia a todos los betalactámicos menos a los 
monobactámicos (AZT).  (22, 26)
Algunos trabajos exponen la importacia de colocar ERT en 
el antibiograma de enterobacterias para detectar mecanis-

mos de resistencia que otros carbapenemes no detectan 
para luego indagar con las demás pruebas fenotípicas. (27)
Hay un aumento global de los casos de ERC detectados, 
principalmente  Kpn, seguida de Enterobacter spp. (18, 28) 
Esto coincide con nuestros hallazgos donde predomina 
Kpn seguida de E.coli y luego E. cloacae.
Kpn productora de carbapenemasa, es la ERC que tiene las 
tasas de morbi-mortalidad más altas, oscilando entre el 18 
y el 60 % y siendo más altas en pacientes con bacteriemia, 
internación prolongada, pacientes que recibieron 
antibióticos previamente y en pacientes críticos multi-in-
vadidos (ventilación mecánica, catéteres, etc.). El mal uso 
de los antibióticos explica, en parte, el aumento de las 
resistencias. Sólo en la primera década del milenio el 
consumo global en humanos creció el 40%. Las bacterias 
resistentes a los antibióticos son anteriores a los antibióti-
cos mismos y con el mal uso se favorece la selección de 
cepas resistentes. Se suma a esto el problema de  que la 
industria farmacéutica ha dejado de interesarse por el 
desarrollo de nuevos antibióticos, un trabajo demasiado 
costoso para la fabricación de unos medicamentos que 
quedan obsoletos en pocos años y que no generan 
su�cientes bene�cios. (29 - 32)
La KPC es codi�cada por el gen blaKPC, las más 
frecuentes son KPC-2 y KPC-3 generalmente codi�cada 
en plásmidos. Hidrolizan e�cientemente penicilinas, 
cefalosporinas, AZT, carbapenemes y no se inhiben por 
clavulánico, tazobactam o sulbactam. (32) Desde el año 
2001 se describe la aparición de KPC en varios lugares del 
mundo con un comportamiento endémico y epidémico. 
Su importancia radica en la capacidad que posee de 
trasmitir resistencia a todos los antibióticos β - lactámicos 
y a otras familias de antibióticos como aminoglucósidos 
y quinolonas limitando las opciones terapéuticas. En la 
mayoría de los casos conservan la sensibilidad a colistin y  
tigeciclina. Las medidas de detección y control de ERC 
son necesarias para limitar los casos y lograr un 
tratamiento adecuado. (34 - 39)
A pesar de que según la bibliografía la resistencia a 
carbapenemes más usual se debe a la combinación de 
BLEE más impermeabilidad o AmpC más impermeabilidad 
en nuestro caso predominó la combinación de BLEE con 
KPC que es la más complicada desde el punto de vista 
clínico. Las carbapenemasas que han emergido en nuestro 
país pertenecen a la clase  A de Ambler, grupo funcional 2f 
de Karen Bush. Estas comprenden enzimas del  tipo Sme, 
NMC A, IMI y KPC. Todas estas enzimas son inhibidas por 
ácido  clavulánico y tazobactam. A excepción de las de 
tipo KPC, hidrolizan e�cientemente IMI y MEM, penicilinas, 
cefalosporinas de primera generación y  AZT, pero no 
oximino cefalosporinas. (39, 40)
Tres casos presentaban positivismo en todas las pruebas 
fenotípicas utilizadas suponiendo la presencia simultánea 
de BLEE, KPC y MBL resultando algo inusual y complicado 
de tratar clínicamente. 
E. cloacae es un microorganismo ubicuo en la naturaleza 
que forma parte de la �ora intestinal en humanos, y en los 
últimos años se ha convertido en un importante patógeno 
asociado a infecciones de origen nosocomial, principal-
mente bacteriemia, infección respiratoria, del tracto 
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que son los β-lactámicos de mayor espectro, actividad,  
resistencia a las β-lactamasas y altamente potentes contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas 
cualidades hacen que sean imprescindibles en el 
tratamiento empírico donde se sospecha de un microor-
ganismo multirresistente, infecciones graves nosocomia-
les o cepas productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE). 
Los principales mecanismos de resistencia a carbapene-
mes en bacterias Gram negativas pueden surgir por 
disminución de la permeabilidad del antibiótico a través 
de la membrana externa  por disminución de la expresión 
de porinas, aumento de la expulsión activa del antibiótico 
por bombas de e�ujo o combinación de mecanismos 
como BLEE o cefalosporinasa AmpC (cromosómica o 
plasmídica) más impermeabilidad. Éstas son causas 
comunes de resistencia a carbapenemes, pero lo que 
genera mayor preocupación es la producción de enzimas 
β-lactamasa, en especial las carbapenemasas de tipo 
Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacilinasas (OXA) y 
metaloenzimas Nueva Dheli (NDM) (1-4). Estas enzimas son 
un problema de salud pública porque aumentan la 
mortalidad y la diseminación del plásmido que las codi�ca 
lo que favorece la formación de brotes nosocomiales, 
limitando las opciones terapéuticas y favoreciendo la 
aparición en los últimos años de patógenos panrresis-
tentes, es decir aquellos resistentes a todos los antibióti-
cos comercialmente disponibles frente a los que quedan 
pocas  posibilidades terapéuticas. Con la presión selectiva 
ejercida por el uso indiscriminado de los antibióticos, se 
pueden seleccionar bacterias multirresistentes (con 
resistencia a por lo menos 3 clases de antibióticos) donde 
una población de bacterias que está produciendo una 
infección y forma parte de la �ora normal,  puede coexistir 
con bacterias portadoras de algún gen de resistencia y al 
ser enfrentadas a un determinado antibiótico sobreviven, 
a su vez si estas bacterias tienen un mecanismo de 
resistencia codi�cado en un plásmido, este se puede 
transferir a otras especies de bacterias relacionadas. (5 - 10)
 Se estima que el 50%  de todos los antimicrobianos que 
se prescriben son innecesarios o se usan de manera 
inadecuada, por ejemplo en infecciones que no lo 
requieren, por la presión que ejercen los pacientes o sus 
familiares por desconocimiento, falta de pruebas apropia-
das de diagnóstico y uso con �nes no terapéuticos en 
animales destinados al consumo humano. (11)
El objetivo de este trabajo es investigar la presencia de 
mecanismos enzimáticos de resistencia a carbapenemes 
presentes en Enterobacterias multirresistentes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios del 
Hospital Córdoba en el período de Febrero – Noviembre 
de 2017.

Materiales y metodos
Estudio retrospectivo, observacional en cepas de entero-
bacterias con resistencia a carbapenemes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios que 
se atienden en nuestra Institución, hombres y mujeres 
entre 18 y 65 años de los cuales se recibe pedido médico 
en el Área de Supervisión de Microbiología del Servicio de 

Bioquímica del Hospital Córdoba durante el período 
febrero- noviembre de 2017.

Aislamiento bacteriano
Las muestras recibidas se procesaron de acuerdo al 
protocolo interno del laboratorio establecido para cada 
tipo de material.
Las pruebas de identi�cación y sensibilidad a los antimi-
crobianos se determinaron  a través de métodos automa-
tizados Vitek 2 Compact (Biomerieux, Marcy-l'Étoile 
Francia) y Phoenix 100 (Becton Dickson, EE.UU) los cuales 
se basan en la medición de versiones modi�cadas de las 
reacciones bioquímicas convencionales mediante 
sustratos cromogénicos o �uorescentes y también se 
utilizaron métodos manuales estandarizados. (12)
Para las pruebas de sensibilidad manuales se usó el 
Método de Kirby - Bauer por difusión en agar Müeller - 
Hinton (MH) y la interpretación se realizó de acuerdo a las 
Normas Clinical and Laboratory Stadards (CLSI) 2017.
Para con�rmar mecanismos de resistencia arrojados por el 
equipo o sospecha de los mismos se realizaron métodos 
manuales. Se consideraron cepas sospechosas de producir 
carbapenemasa cuándo los sistemas automatizados 
arrojaron valores de Concentraciones Inhibitorias Mínimas 
(CIM) de  ertapenem (ERT), imipenem (IMI) o meropenem 
(MEM) en el rango  resistencia según las recomendaciones 
del CLSI o que en el antibiograma manual expresaron 
resistencia a la mayoría de los antibióticos.
Las recomendaciones 2014 del Servicio de Antimicrobia-
nos del Instituto Malbrán, consta de distintos screenings 
para la sospecha de carbapenemasas, entre ellos los 
usados en este trabajo: 
Difusión: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≤22 mm, para 
Salmonella IMI (10 ug)  ≤24 mm  y para Proteus IMI (10 ug)  
≤ 22 mm y MEM (10 ug)  ≤ 27 mm.
Vitek 2C: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≥2 ug/ml + MEM 
(10 ug)  ≥1 ug/ml 
Phoenix: Klebsiella – Enterobacter - Serratia: IMI (10 ug)  ≥
2 ug/ml y otras enterobacterias: ERT (10 ug)  ≥1 ug/ml. 
A partir de estos resultados positivos se debe realizar la 
con�rmación con discos de ácido borónico 300 ug(BOR), 
cloxacilina y quelantes de Zn como el EDTA. En nuestro 
caso se utilizó BOR, EDTA y Test de Hodge modi�cado.
Para detectar  BLEE se realizaron dos técnicas manuales, 
en una se colocó un disco de Amoxicilina – clavulánico 20 
/10 ug (AMC) entre discos de Ceftazidima 30 ug (CAZ) y 
Cefotaxima 30 ug (CTX) enfrentados a 27 mm borde a 
borde, observando el efecto “huevo” entre ellos y con la 
otra técnica se determinó la diferencia de halo entre 
discos de CTX / CTX - clavulánico 30 / 10 ug y CAZ / CAZ – 
clavulánico 30 / 10 ug, una diferencia mayor a 5mm 
implica la presencia de BLEE.
 Para con�rmar la presencia de  KPC, se realizó prueba por 
difusión colocando un disco de BOR entre los discos de IMI 
y MEM enfrentados a  15mm (centro a centro) con sinergia 
positiva. También se realizó el Test de Hodge modi�cado 
con tritón que consiste en el agregado y distribución de  
50 microlitros de Triton X - 100 en la super�cie de la placa 
de MH, se colocó en estufa a  35º C hasta su absorción 
completa y posteriormente se sembró una  suspensión de 

nación de mecanismos de resistencia BLEE + KPC, en 
E.cloacae  probable NMC-A ó IMI y en E.coli combinación 
de probable BLEE más KPC.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario saber los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar una terapia adecuada.

Introducción
La resistencia a los antibióticos es la capacidad de un 
microorganismo de resistir la acción de un antimicrobia-
no. Esta resistencia puede ser natural (intrínseca) o  
adquirida (secundaria). La intrínseca se observa en todas 
las cepas de la misma especie y/o género, es una 
característica estable y de transmisión vertical (sólo a 
células hijas). Con la resistencia adquirida las bacterias se 
tornan resistentes a un antibiótico al que previamente 
eran sensibles, ya sea por mutaciones o por intercambio 
de material genético (plásmidos o transposones), la 
transmisión  puede ser vertical u horizontal (entre 
miembros de la misma especie o diferente). 
En este trabajo se hace referencia a los carbapenemes, 

turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la cepa 
indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922) la cual se 
siembra por inundación en la placa. Se colocó en el centro 
de la placa un disco de MEM y con un ansa estéril se 
tomaron de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco de la cepa 
en estudio y se realizó una estría desde el borde del disco 
hacia la periferia de la placa, se incubó la placa en 
aerobiosis a 35 ºC durante 16 - 18 horas. El test es positivo 
cuando hay sobrecrecimiento de la cepa en estudio hasta 
el borde del disco. La sinergia de carbapenemes con 
discos de EDTA sirve para determinar la presencia de 
metalo – β - lactamasa (MBL, grupo 3). Para la misma se 
colocó el disco del quelante entre IMI y MEM a una 
distancia de 1,5 cm de borde a borde y se consideraron 
positivos los tests que muestran apertura de los halos de 
inhibición del carbapenem hacia el quelante y negativos 
aquéllos en los que solo se formen “túneles”.
El control de calidad se realiza utilizando cepas de 
referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 
25922,  Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 700603.
Los resultados fueron documentados en una base de 
datos de Excel Microsoft O�ce.

Resultados
En el período de febrero- noviembre de 2017 se obtuvo un 
total de 94 cepas de diversos materiales en donde los 
microorganismos aislados presentaron resistencia a uno o 
más carbapenemes. En la Figura I se representa la cantidad 
y tipo de muestra, observandose predominio de muestras 
de orina, obtenidas a través de catéter, nefrostomías o 
chorro medio. Figura 1. 
Dentro de los microorganismos aislados predominó Kpn, en 
segundo lugar E.cloacae y por último E.coli. En la Figura II se 
observa el nombre y número de  microorganismos aislados 
en las distintas muestras. Figura 2. 
Se evaluaron los mecanismos de resistencia de cada 
microorganismo teniendo en cuenta los resultados de las 
pruebas fenotípicas observándose que en Kpn predomina 
(58 / 83 aislamientos) el mecanismo BLEE + KPC que con�ere 
resistencia a carbapenemes. La mayoría de estos pacientes 
estaban internados en los Servicios de la Unidad de Cuidados 
Intermedios (UCI) y Unidad de Terapia Intensiva (UTI). En 3 
aislamientos se evidenció positividad conjunta en las 
sinergias con BOR y EDTA, dos de estas cepas pertenecían al 
mismo paciente y las muestras fueron de orina chorro medio 
tomadas el mismo mes. El tercer aislamiento pertenecía a 
una muestra de orina chorro medio de un paciente con 
antecedentes de Kpn KPC (+). Ambos pacientes hospitaliza-
dos y atendidos por el Servicio de Nefrología. En tres 
aislamientos (3/83) se observó sinergia en todas las pruebas, 
coexistiendo en forma probable BLEE  con KPC y con MBL. En 
la Tabla 1 se observan las resistencias antibióticas más 
relevantes. Tabla 1. 
En los resultados de pruebas fenotípicas para E.cloacae se 
observó predominio de probable NMC-A ó IMI (2 / 5 
aislamientos). Distintos pacientes, uno hospitalizado y 
otro ambulatorio. El per�l de sensibilidad se muestra en la 

Tabla 2.
Con las pruebas fenotípicas para E.coli se pudo ver que 
predominó una combinación de mecanismos de resisten-
cia, probable BLEE más KPC (3/6 aislamientos). Dos de 
ellos pertenecientes a un mismo paciente atendido por 
consultorio externo. La interpretación de la sensibidad a 
los antibióticos se puede ver en la Tabla 3.

Discusión
La detección de un paciente con infecciones producidas 
por enterobacterias resistentes a los carbapenemes (ERC) 
reduce las opciones terapéuticas y promueve el inicio de 
combinaciones de antibióticos, algunos de alta toxicidad y 
la aplicación de medidas de prevención y aislamiento de 
contacto, por lo cual su sospecha y con�rmación son 
fundamentales para reducir la mortalidad y la expansión 
de estos microorganismos. Uno de los tratamientos de 
elección es el colistin pero ya han aparecido ERC 
resistentes a éste limitando aún más el tratamiento 
óptimo. (10, 13 - 16)
En el análisis de ERC aisladas de distintos tipos de 
muestras el  microorganismo mayormente aislado fue Kpn 
(83/94 cepas ) lo que concuerda con algunos trabajos 
donde se expone que, actualmente,  Kpn KPC es la especie 
de ERC más frecuentemente encontrada. En Argentina, el 
primer caso se describe en el año 2006. (10,17)

Desde el Laboratorio de Microbiología es importante la 
detección ERC y supone un reto ya que estas enzimas 
tienen diferentes y variables grados de expresión in vitro, 
que en ocasiones generan CIM consideradas sensibles a 
algunos carbapenemes, di�cultando su detección, 
especialmente cuando se emplean sistemas automatiza-
dos. (18)  Cuando estos equipos o el antibiograma manual 
hacen sospechar de la presencia de una carbapenemasa a 
través de la sensibilidad disminuida o resistencia a las 
cefalosporinas de amplio espectro o carbapenemes o 
cepas en donde los valores de CIM de los carbapenemes 
se incrementan por encima de los correspondientes 
puntos de corte epidemiológicos (que separan las 
poblaciones salvajes de aquellas que presentan mecanis-
mos de resistencia), es necesario la con�rmación y 
diferenciación con otros mecanismos de resistencia o 
combinaciones de éstos, ya que no es igual la expresión 
de una carbapenemasa en Pseudomonas aeruginosa o en 
Acinetobacter baumannii que en E. coli, Kpn o E. cloacae. 
Cada una de estas especies tiene sus peculiaridades 
fenotípicas naturales que deben ser contempladas. (19). 
Los métodos de referencia como el ensayo espectrofo-
tométrico o biología molecular  no está siempre al alcance 
de todos los laboratorios, por lo que se han propuesto 
métodos biológicos (bioensayos) sencillos que permiten 
su detección. Dentro de los métodos usados en este 
trabajo se realizaron pruebas fenotípicas de inhibición con 
EDTA, BOR y ácido clavulánico mediante difusión en agar, 
así como el test de Hodge modi�cado con disco de MEM 
que permite una detección  mejorada de carbapenemasas 
de importancia clínica y se puede realizar en todos los 
bacilos Gram negativos. Este test a pesar de su sencillez 
tiene algunas limitaciones, posee una sensibilidad elevada 

urinario y abdominal.  La producción de carbapenemasas 
es poco frecuente en este microorganismo, aunque hay 
una creciente preocupación por su aparición y su rápida 
diseminación (41 - 44). Poseen resistencia natural a través de 
una AmpC cromosómica inducible, que normalmente 
causa resistencia a ampicilina, ampicilina - sulbactam, 
cefalotina, CTX. Pero  puede desrreprimirse sumando 
resistencia a cefalosporinas de tercera generación y AZT. 
La combinación de AmpC desreprimida (E.aerogenes,  
E.cloacae, Citrobacter freundii) más impermeabilidad 
también pueden llevar a la resistencia a carbapenemes en 
enterobacterias. (45)
En nuestro caso predominó la presencia de probable 
NMC-A ó IMI, que es una carbapenemasa  clase A de 
Ambler. 
E.coli posee  AmpC cromosómica, sin embargo la 
expresión de esta enzima es mínima debido a que este 
microorganismo carece del promotor natural (Amp-R ).En 
su forma natural o salvaje se expresa a nivel muy bajo y no 
con�ere resistencia de trascendencia clínica (46 - 48)
Lo más común dentro de sus mecanismos de resistencia 
adquiridos son las BLEE CTX-M, muy diseminadas en la 
actualidad por el mundo en enterobacterias que colonizan 
el intestino, siendo E. coli  la enterobacteria intestinal 
comensal (también  patógena) más abundante en el 
intestino.  (48 - 50) Hay pocos casos en la literatura de BLEE + 
carbapenemasas.
También se aislaron cepas con BLEE. La familia de 
Enterobacterias productoras de BLEE son una causa 
importante de infecciones nosocomiales. Dentro de este 
grupo  E. coli es causa frecuente  de infección del tracto 
urinario de la comunidad y nosocomial, mientras que 
Klebsiella spp y Enterobacter spp son causa importante  
de infecciones asociadas a la atención de la salud. Las 
localizaciones más frecuentes fueron neumonía nosoco-
mial, bacteriemia e infecciones intraabdominales. (34)
 
Conclusion
Con los resultados de las pruebas fenotípicas se observó 
que en Kpn predominó la combinación de mecanismos de 
resistencia BLEE + KPC, en E. cloacae  probable NMC-A ó 
IMI y en E.coli combinación de probable BLEE más KPC.
Cada vez es más frecuente la asociación de diferentes 
mecanismos de resistencia para la misma familia de 
antibióticos en una misma cepa. Esto hace que el per�l 
fenotípico sea difícil de interpretar y el tratamiento muy 
difícil de abordar.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario conocer los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar combinaciones terapéuticas más convenien-
tes evitando  fallas en los tratamientos y el uso indiscrimi-
nado de antibióticos y poder implementar a tiempo 
medidas de aislamiento de contacto y evitar la propa-
gación de estos microorganismos.
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pero no diferencia el tipo de carbapenemasa (no 
diferencia entre metaloenzimas y enzimas de clase 2f ) y 
se han observado resultados falsos negativos por la baja 
expresión de la carbapenemasa, sobre todo con cepas 
con MBL (como NDM - 1) y oxacilinasas. También se han 
comunicado falsos positivos con cepas productoras de 
CTX – M - 2 combinadas con impermeabilidad hasta un 
25 % de los casos y con las cepas hiperproductoras de 
AmpC. Asimismo, se ha discutido cuál es el carbapenem 
más adecuado, recomendándose la utilización de MEM y 
ERT. (20- 24)
En la guía CLSI M100 de 2018 esta prueba ha sido 
eliminada para la determinación de la producción de 
carbapenemasas en Enterobacteriaceae.
En cuanto a la sinergia con BOR,  permite inferir la 
presencia de KPC, pero tiene como gran limitación que el 
BOR inhibe también la AmpC de Enterobacter y Serratia, 
generando falsos positivos para esos microorganismos 
(aproximadamente 25 %) los cuales pueden diferenciarse 
usando discos combinados con un inhibidor de esa 
enzima como cloxacilina; en nuestro laboratorio no se 
realizó la prueba con cloxacilina por falta de insumo.
Los métodos basados en la inhibición por EDTA se utilizan 
para la detección de MBL. El EDTA es un compuesto que se 
une al centro activo de las enzimas de clase B de Ambler 
que contiene iones de Zn+2. La sensibilidad a aztreonam 
(AZT) en conjunto con resistencia a carbapenemes, sobre 
todo si se observa efecto sinérgico con EDTA, es sugestivo 
de metaloenzimas. La resistencia a AZT no descarta su 
presencia debido a la posibilidad de mecanismos 
secundarios (AmpC desrreprimida, BLEE, e�ujo). La gran 
limitación es que algunas bacterias pueden ser muy 
sensibles al EDTA (rompe las porinas) y da falsos (+) pero la 
ocurrencia de esto depende de que se produzca la MBL en 
grandes cantidades. (25)
Al realizarse las pruebas con�rmatorias con discos de BOR, 
cloxacilina y EDTA se consideran 2 posibilidades: 
a) Sensibilidad a cefalosporinas de 3º generación y 
sinergia con BOR pero no con EDTA ni con cloxacilina: 
probables enzimas del tipo Sme (Serratia marcescens), IMI 
o NMCA (Enterobacter) 
b) Resistencia a cefalosporinas de 3º generación: 
- Sinergia con BOR pero no con cloxacilina ni con EDTA: 
probable KPC 
- Sinergia con EDTA pero no con BOR  ni con cloxacilina: 
probable MBL. 
- Sinergia con BOR y con cloxacilina pero no con EDTA: 
AmpC 
- Falta de sinergia con BOR, cloxacilina y EDTA: probable 
BLEE o carbapenemasa del tipo OXA. 
Finalmente todos estos mecanismos requieren con�r-
mación molecular.  (9, 24)
La aplicación de estos métodos en la detección de MBLs 
está limitada a Kpn y E. coli, ya que no han sido sistemáti-
camente testados  en otras especies de enterobacterias. 
Kpn productora de MBL como enzima única, tiene 
resistencia a todos los betalactámicos menos a los 
monobactámicos (AZT).  (22, 26)
Algunos trabajos exponen la importacia de colocar ERT en 
el antibiograma de enterobacterias para detectar mecanis-

mos de resistencia que otros carbapenemes no detectan 
para luego indagar con las demás pruebas fenotípicas. (27)
Hay un aumento global de los casos de ERC detectados, 
principalmente  Kpn, seguida de Enterobacter spp. (18, 28) 
Esto coincide con nuestros hallazgos donde predomina 
Kpn seguida de E.coli y luego E. cloacae.
Kpn productora de carbapenemasa, es la ERC que tiene las 
tasas de morbi-mortalidad más altas, oscilando entre el 18 
y el 60 % y siendo más altas en pacientes con bacteriemia, 
internación prolongada, pacientes que recibieron 
antibióticos previamente y en pacientes críticos multi-in-
vadidos (ventilación mecánica, catéteres, etc.). El mal uso 
de los antibióticos explica, en parte, el aumento de las 
resistencias. Sólo en la primera década del milenio el 
consumo global en humanos creció el 40%. Las bacterias 
resistentes a los antibióticos son anteriores a los antibióti-
cos mismos y con el mal uso se favorece la selección de 
cepas resistentes. Se suma a esto el problema de  que la 
industria farmacéutica ha dejado de interesarse por el 
desarrollo de nuevos antibióticos, un trabajo demasiado 
costoso para la fabricación de unos medicamentos que 
quedan obsoletos en pocos años y que no generan 
su�cientes bene�cios. (29 - 32)
La KPC es codi�cada por el gen blaKPC, las más 
frecuentes son KPC-2 y KPC-3 generalmente codi�cada 
en plásmidos. Hidrolizan e�cientemente penicilinas, 
cefalosporinas, AZT, carbapenemes y no se inhiben por 
clavulánico, tazobactam o sulbactam. (32) Desde el año 
2001 se describe la aparición de KPC en varios lugares del 
mundo con un comportamiento endémico y epidémico. 
Su importancia radica en la capacidad que posee de 
trasmitir resistencia a todos los antibióticos β - lactámicos 
y a otras familias de antibióticos como aminoglucósidos 
y quinolonas limitando las opciones terapéuticas. En la 
mayoría de los casos conservan la sensibilidad a colistin y  
tigeciclina. Las medidas de detección y control de ERC 
son necesarias para limitar los casos y lograr un 
tratamiento adecuado. (34 - 39)
A pesar de que según la bibliografía la resistencia a 
carbapenemes más usual se debe a la combinación de 
BLEE más impermeabilidad o AmpC más impermeabilidad 
en nuestro caso predominó la combinación de BLEE con 
KPC que es la más complicada desde el punto de vista 
clínico. Las carbapenemasas que han emergido en nuestro 
país pertenecen a la clase  A de Ambler, grupo funcional 2f 
de Karen Bush. Estas comprenden enzimas del  tipo Sme, 
NMC A, IMI y KPC. Todas estas enzimas son inhibidas por 
ácido  clavulánico y tazobactam. A excepción de las de 
tipo KPC, hidrolizan e�cientemente IMI y MEM, penicilinas, 
cefalosporinas de primera generación y  AZT, pero no 
oximino cefalosporinas. (39, 40)
Tres casos presentaban positivismo en todas las pruebas 
fenotípicas utilizadas suponiendo la presencia simultánea 
de BLEE, KPC y MBL resultando algo inusual y complicado 
de tratar clínicamente. 
E. cloacae es un microorganismo ubicuo en la naturaleza 
que forma parte de la �ora intestinal en humanos, y en los 
últimos años se ha convertido en un importante patógeno 
asociado a infecciones de origen nosocomial, principal-
mente bacteriemia, infección respiratoria, del tracto 
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que son los β-lactámicos de mayor espectro, actividad,  
resistencia a las β-lactamasas y altamente potentes contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas 
cualidades hacen que sean imprescindibles en el 
tratamiento empírico donde se sospecha de un microor-
ganismo multirresistente, infecciones graves nosocomia-
les o cepas productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE). 
Los principales mecanismos de resistencia a carbapene-
mes en bacterias Gram negativas pueden surgir por 
disminución de la permeabilidad del antibiótico a través 
de la membrana externa  por disminución de la expresión 
de porinas, aumento de la expulsión activa del antibiótico 
por bombas de e�ujo o combinación de mecanismos 
como BLEE o cefalosporinasa AmpC (cromosómica o 
plasmídica) más impermeabilidad. Éstas son causas 
comunes de resistencia a carbapenemes, pero lo que 
genera mayor preocupación es la producción de enzimas 
β-lactamasa, en especial las carbapenemasas de tipo 
Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacilinasas (OXA) y 
metaloenzimas Nueva Dheli (NDM) (1-4). Estas enzimas son 
un problema de salud pública porque aumentan la 
mortalidad y la diseminación del plásmido que las codi�ca 
lo que favorece la formación de brotes nosocomiales, 
limitando las opciones terapéuticas y favoreciendo la 
aparición en los últimos años de patógenos panrresis-
tentes, es decir aquellos resistentes a todos los antibióti-
cos comercialmente disponibles frente a los que quedan 
pocas  posibilidades terapéuticas. Con la presión selectiva 
ejercida por el uso indiscriminado de los antibióticos, se 
pueden seleccionar bacterias multirresistentes (con 
resistencia a por lo menos 3 clases de antibióticos) donde 
una población de bacterias que está produciendo una 
infección y forma parte de la �ora normal,  puede coexistir 
con bacterias portadoras de algún gen de resistencia y al 
ser enfrentadas a un determinado antibiótico sobreviven, 
a su vez si estas bacterias tienen un mecanismo de 
resistencia codi�cado en un plásmido, este se puede 
transferir a otras especies de bacterias relacionadas. (5 - 10)
 Se estima que el 50%  de todos los antimicrobianos que 
se prescriben son innecesarios o se usan de manera 
inadecuada, por ejemplo en infecciones que no lo 
requieren, por la presión que ejercen los pacientes o sus 
familiares por desconocimiento, falta de pruebas apropia-
das de diagnóstico y uso con �nes no terapéuticos en 
animales destinados al consumo humano. (11)
El objetivo de este trabajo es investigar la presencia de 
mecanismos enzimáticos de resistencia a carbapenemes 
presentes en Enterobacterias multirresistentes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios del 
Hospital Córdoba en el período de Febrero – Noviembre 
de 2017.

Materiales y metodos
Estudio retrospectivo, observacional en cepas de entero-
bacterias con resistencia a carbapenemes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios que 
se atienden en nuestra Institución, hombres y mujeres 
entre 18 y 65 años de los cuales se recibe pedido médico 
en el Área de Supervisión de Microbiología del Servicio de 

Bioquímica del Hospital Córdoba durante el período 
febrero- noviembre de 2017.

Aislamiento bacteriano
Las muestras recibidas se procesaron de acuerdo al 
protocolo interno del laboratorio establecido para cada 
tipo de material.
Las pruebas de identi�cación y sensibilidad a los antimi-
crobianos se determinaron  a través de métodos automa-
tizados Vitek 2 Compact (Biomerieux, Marcy-l'Étoile 
Francia) y Phoenix 100 (Becton Dickson, EE.UU) los cuales 
se basan en la medición de versiones modi�cadas de las 
reacciones bioquímicas convencionales mediante 
sustratos cromogénicos o �uorescentes y también se 
utilizaron métodos manuales estandarizados. (12)
Para las pruebas de sensibilidad manuales se usó el 
Método de Kirby - Bauer por difusión en agar Müeller - 
Hinton (MH) y la interpretación se realizó de acuerdo a las 
Normas Clinical and Laboratory Stadards (CLSI) 2017.
Para con�rmar mecanismos de resistencia arrojados por el 
equipo o sospecha de los mismos se realizaron métodos 
manuales. Se consideraron cepas sospechosas de producir 
carbapenemasa cuándo los sistemas automatizados 
arrojaron valores de Concentraciones Inhibitorias Mínimas 
(CIM) de  ertapenem (ERT), imipenem (IMI) o meropenem 
(MEM) en el rango  resistencia según las recomendaciones 
del CLSI o que en el antibiograma manual expresaron 
resistencia a la mayoría de los antibióticos.
Las recomendaciones 2014 del Servicio de Antimicrobia-
nos del Instituto Malbrán, consta de distintos screenings 
para la sospecha de carbapenemasas, entre ellos los 
usados en este trabajo: 
Difusión: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≤22 mm, para 
Salmonella IMI (10 ug)  ≤24 mm  y para Proteus IMI (10 ug)  
≤ 22 mm y MEM (10 ug)  ≤ 27 mm.
Vitek 2C: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≥2 ug/ml + MEM 
(10 ug)  ≥1 ug/ml 
Phoenix: Klebsiella – Enterobacter - Serratia: IMI (10 ug)  ≥
2 ug/ml y otras enterobacterias: ERT (10 ug)  ≥1 ug/ml. 
A partir de estos resultados positivos se debe realizar la 
con�rmación con discos de ácido borónico 300 ug(BOR), 
cloxacilina y quelantes de Zn como el EDTA. En nuestro 
caso se utilizó BOR, EDTA y Test de Hodge modi�cado.
Para detectar  BLEE se realizaron dos técnicas manuales, 
en una se colocó un disco de Amoxicilina – clavulánico 20 
/10 ug (AMC) entre discos de Ceftazidima 30 ug (CAZ) y 
Cefotaxima 30 ug (CTX) enfrentados a 27 mm borde a 
borde, observando el efecto “huevo” entre ellos y con la 
otra técnica se determinó la diferencia de halo entre 
discos de CTX / CTX - clavulánico 30 / 10 ug y CAZ / CAZ – 
clavulánico 30 / 10 ug, una diferencia mayor a 5mm 
implica la presencia de BLEE.
 Para con�rmar la presencia de  KPC, se realizó prueba por 
difusión colocando un disco de BOR entre los discos de IMI 
y MEM enfrentados a  15mm (centro a centro) con sinergia 
positiva. También se realizó el Test de Hodge modi�cado 
con tritón que consiste en el agregado y distribución de  
50 microlitros de Triton X - 100 en la super�cie de la placa 
de MH, se colocó en estufa a  35º C hasta su absorción 
completa y posteriormente se sembró una  suspensión de 

nación de mecanismos de resistencia BLEE + KPC, en 
E.cloacae  probable NMC-A ó IMI y en E.coli combinación 
de probable BLEE más KPC.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario saber los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar una terapia adecuada.

Introducción
La resistencia a los antibióticos es la capacidad de un 
microorganismo de resistir la acción de un antimicrobia-
no. Esta resistencia puede ser natural (intrínseca) o  
adquirida (secundaria). La intrínseca se observa en todas 
las cepas de la misma especie y/o género, es una 
característica estable y de transmisión vertical (sólo a 
células hijas). Con la resistencia adquirida las bacterias se 
tornan resistentes a un antibiótico al que previamente 
eran sensibles, ya sea por mutaciones o por intercambio 
de material genético (plásmidos o transposones), la 
transmisión  puede ser vertical u horizontal (entre 
miembros de la misma especie o diferente). 
En este trabajo se hace referencia a los carbapenemes, 

turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la cepa 
indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922) la cual se 
siembra por inundación en la placa. Se colocó en el centro 
de la placa un disco de MEM y con un ansa estéril se 
tomaron de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco de la cepa 
en estudio y se realizó una estría desde el borde del disco 
hacia la periferia de la placa, se incubó la placa en 
aerobiosis a 35 ºC durante 16 - 18 horas. El test es positivo 
cuando hay sobrecrecimiento de la cepa en estudio hasta 
el borde del disco. La sinergia de carbapenemes con 
discos de EDTA sirve para determinar la presencia de 
metalo – β - lactamasa (MBL, grupo 3). Para la misma se 
colocó el disco del quelante entre IMI y MEM a una 
distancia de 1,5 cm de borde a borde y se consideraron 
positivos los tests que muestran apertura de los halos de 
inhibición del carbapenem hacia el quelante y negativos 
aquéllos en los que solo se formen “túneles”.
El control de calidad se realiza utilizando cepas de 
referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 
25922,  Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 700603.
Los resultados fueron documentados en una base de 
datos de Excel Microsoft O�ce.

Resultados
En el período de febrero- noviembre de 2017 se obtuvo un 
total de 94 cepas de diversos materiales en donde los 
microorganismos aislados presentaron resistencia a uno o 
más carbapenemes. En la Figura I se representa la cantidad 
y tipo de muestra, observandose predominio de muestras 
de orina, obtenidas a través de catéter, nefrostomías o 
chorro medio. Figura 1. 
Dentro de los microorganismos aislados predominó Kpn, en 
segundo lugar E.cloacae y por último E.coli. En la Figura II se 
observa el nombre y número de  microorganismos aislados 
en las distintas muestras. Figura 2. 
Se evaluaron los mecanismos de resistencia de cada 
microorganismo teniendo en cuenta los resultados de las 
pruebas fenotípicas observándose que en Kpn predomina 
(58 / 83 aislamientos) el mecanismo BLEE + KPC que con�ere 
resistencia a carbapenemes. La mayoría de estos pacientes 
estaban internados en los Servicios de la Unidad de Cuidados 
Intermedios (UCI) y Unidad de Terapia Intensiva (UTI). En 3 
aislamientos se evidenció positividad conjunta en las 
sinergias con BOR y EDTA, dos de estas cepas pertenecían al 
mismo paciente y las muestras fueron de orina chorro medio 
tomadas el mismo mes. El tercer aislamiento pertenecía a 
una muestra de orina chorro medio de un paciente con 
antecedentes de Kpn KPC (+). Ambos pacientes hospitaliza-
dos y atendidos por el Servicio de Nefrología. En tres 
aislamientos (3/83) se observó sinergia en todas las pruebas, 
coexistiendo en forma probable BLEE  con KPC y con MBL. En 
la Tabla 1 se observan las resistencias antibióticas más 
relevantes. Tabla 1. 
En los resultados de pruebas fenotípicas para E.cloacae se 
observó predominio de probable NMC-A ó IMI (2 / 5 
aislamientos). Distintos pacientes, uno hospitalizado y 
otro ambulatorio. El per�l de sensibilidad se muestra en la 

Tabla 2.
Con las pruebas fenotípicas para E.coli se pudo ver que 
predominó una combinación de mecanismos de resisten-
cia, probable BLEE más KPC (3/6 aislamientos). Dos de 
ellos pertenecientes a un mismo paciente atendido por 
consultorio externo. La interpretación de la sensibidad a 
los antibióticos se puede ver en la Tabla 3.

Discusión
La detección de un paciente con infecciones producidas 
por enterobacterias resistentes a los carbapenemes (ERC) 
reduce las opciones terapéuticas y promueve el inicio de 
combinaciones de antibióticos, algunos de alta toxicidad y 
la aplicación de medidas de prevención y aislamiento de 
contacto, por lo cual su sospecha y con�rmación son 
fundamentales para reducir la mortalidad y la expansión 
de estos microorganismos. Uno de los tratamientos de 
elección es el colistin pero ya han aparecido ERC 
resistentes a éste limitando aún más el tratamiento 
óptimo. (10, 13 - 16)
En el análisis de ERC aisladas de distintos tipos de 
muestras el  microorganismo mayormente aislado fue Kpn 
(83/94 cepas ) lo que concuerda con algunos trabajos 
donde se expone que, actualmente,  Kpn KPC es la especie 
de ERC más frecuentemente encontrada. En Argentina, el 
primer caso se describe en el año 2006. (10,17)

Desde el Laboratorio de Microbiología es importante la 
detección ERC y supone un reto ya que estas enzimas 
tienen diferentes y variables grados de expresión in vitro, 
que en ocasiones generan CIM consideradas sensibles a 
algunos carbapenemes, di�cultando su detección, 
especialmente cuando se emplean sistemas automatiza-
dos. (18)  Cuando estos equipos o el antibiograma manual 
hacen sospechar de la presencia de una carbapenemasa a 
través de la sensibilidad disminuida o resistencia a las 
cefalosporinas de amplio espectro o carbapenemes o 
cepas en donde los valores de CIM de los carbapenemes 
se incrementan por encima de los correspondientes 
puntos de corte epidemiológicos (que separan las 
poblaciones salvajes de aquellas que presentan mecanis-
mos de resistencia), es necesario la con�rmación y 
diferenciación con otros mecanismos de resistencia o 
combinaciones de éstos, ya que no es igual la expresión 
de una carbapenemasa en Pseudomonas aeruginosa o en 
Acinetobacter baumannii que en E. coli, Kpn o E. cloacae. 
Cada una de estas especies tiene sus peculiaridades 
fenotípicas naturales que deben ser contempladas. (19). 
Los métodos de referencia como el ensayo espectrofo-
tométrico o biología molecular  no está siempre al alcance 
de todos los laboratorios, por lo que se han propuesto 
métodos biológicos (bioensayos) sencillos que permiten 
su detección. Dentro de los métodos usados en este 
trabajo se realizaron pruebas fenotípicas de inhibición con 
EDTA, BOR y ácido clavulánico mediante difusión en agar, 
así como el test de Hodge modi�cado con disco de MEM 
que permite una detección  mejorada de carbapenemasas 
de importancia clínica y se puede realizar en todos los 
bacilos Gram negativos. Este test a pesar de su sencillez 
tiene algunas limitaciones, posee una sensibilidad elevada 

urinario y abdominal.  La producción de carbapenemasas 
es poco frecuente en este microorganismo, aunque hay 
una creciente preocupación por su aparición y su rápida 
diseminación (41 - 44). Poseen resistencia natural a través de 
una AmpC cromosómica inducible, que normalmente 
causa resistencia a ampicilina, ampicilina - sulbactam, 
cefalotina, CTX. Pero  puede desrreprimirse sumando 
resistencia a cefalosporinas de tercera generación y AZT. 
La combinación de AmpC desreprimida (E.aerogenes,  
E.cloacae, Citrobacter freundii) más impermeabilidad 
también pueden llevar a la resistencia a carbapenemes en 
enterobacterias. (45)
En nuestro caso predominó la presencia de probable 
NMC-A ó IMI, que es una carbapenemasa  clase A de 
Ambler. 
E.coli posee  AmpC cromosómica, sin embargo la 
expresión de esta enzima es mínima debido a que este 
microorganismo carece del promotor natural (Amp-R ).En 
su forma natural o salvaje se expresa a nivel muy bajo y no 
con�ere resistencia de trascendencia clínica (46 - 48)
Lo más común dentro de sus mecanismos de resistencia 
adquiridos son las BLEE CTX-M, muy diseminadas en la 
actualidad por el mundo en enterobacterias que colonizan 
el intestino, siendo E. coli  la enterobacteria intestinal 
comensal (también  patógena) más abundante en el 
intestino.  (48 - 50) Hay pocos casos en la literatura de BLEE + 
carbapenemasas.
También se aislaron cepas con BLEE. La familia de 
Enterobacterias productoras de BLEE son una causa 
importante de infecciones nosocomiales. Dentro de este 
grupo  E. coli es causa frecuente  de infección del tracto 
urinario de la comunidad y nosocomial, mientras que 
Klebsiella spp y Enterobacter spp son causa importante  
de infecciones asociadas a la atención de la salud. Las 
localizaciones más frecuentes fueron neumonía nosoco-
mial, bacteriemia e infecciones intraabdominales. (34)
 
Conclusion
Con los resultados de las pruebas fenotípicas se observó 
que en Kpn predominó la combinación de mecanismos de 
resistencia BLEE + KPC, en E. cloacae  probable NMC-A ó 
IMI y en E.coli combinación de probable BLEE más KPC.
Cada vez es más frecuente la asociación de diferentes 
mecanismos de resistencia para la misma familia de 
antibióticos en una misma cepa. Esto hace que el per�l 
fenotípico sea difícil de interpretar y el tratamiento muy 
difícil de abordar.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario conocer los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar combinaciones terapéuticas más convenien-
tes evitando  fallas en los tratamientos y el uso indiscrimi-
nado de antibióticos y poder implementar a tiempo 
medidas de aislamiento de contacto y evitar la propa-
gación de estos microorganismos.
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pero no diferencia el tipo de carbapenemasa (no 
diferencia entre metaloenzimas y enzimas de clase 2f ) y 
se han observado resultados falsos negativos por la baja 
expresión de la carbapenemasa, sobre todo con cepas 
con MBL (como NDM - 1) y oxacilinasas. También se han 
comunicado falsos positivos con cepas productoras de 
CTX – M - 2 combinadas con impermeabilidad hasta un 
25 % de los casos y con las cepas hiperproductoras de 
AmpC. Asimismo, se ha discutido cuál es el carbapenem 
más adecuado, recomendándose la utilización de MEM y 
ERT. (20- 24)
En la guía CLSI M100 de 2018 esta prueba ha sido 
eliminada para la determinación de la producción de 
carbapenemasas en Enterobacteriaceae.
En cuanto a la sinergia con BOR,  permite inferir la 
presencia de KPC, pero tiene como gran limitación que el 
BOR inhibe también la AmpC de Enterobacter y Serratia, 
generando falsos positivos para esos microorganismos 
(aproximadamente 25 %) los cuales pueden diferenciarse 
usando discos combinados con un inhibidor de esa 
enzima como cloxacilina; en nuestro laboratorio no se 
realizó la prueba con cloxacilina por falta de insumo.
Los métodos basados en la inhibición por EDTA se utilizan 
para la detección de MBL. El EDTA es un compuesto que se 
une al centro activo de las enzimas de clase B de Ambler 
que contiene iones de Zn+2. La sensibilidad a aztreonam 
(AZT) en conjunto con resistencia a carbapenemes, sobre 
todo si se observa efecto sinérgico con EDTA, es sugestivo 
de metaloenzimas. La resistencia a AZT no descarta su 
presencia debido a la posibilidad de mecanismos 
secundarios (AmpC desrreprimida, BLEE, e�ujo). La gran 
limitación es que algunas bacterias pueden ser muy 
sensibles al EDTA (rompe las porinas) y da falsos (+) pero la 
ocurrencia de esto depende de que se produzca la MBL en 
grandes cantidades. (25)
Al realizarse las pruebas con�rmatorias con discos de BOR, 
cloxacilina y EDTA se consideran 2 posibilidades: 
a) Sensibilidad a cefalosporinas de 3º generación y 
sinergia con BOR pero no con EDTA ni con cloxacilina: 
probables enzimas del tipo Sme (Serratia marcescens), IMI 
o NMCA (Enterobacter) 
b) Resistencia a cefalosporinas de 3º generación: 
- Sinergia con BOR pero no con cloxacilina ni con EDTA: 
probable KPC 
- Sinergia con EDTA pero no con BOR  ni con cloxacilina: 
probable MBL. 
- Sinergia con BOR y con cloxacilina pero no con EDTA: 
AmpC 
- Falta de sinergia con BOR, cloxacilina y EDTA: probable 
BLEE o carbapenemasa del tipo OXA. 
Finalmente todos estos mecanismos requieren con�r-
mación molecular.  (9, 24)
La aplicación de estos métodos en la detección de MBLs 
está limitada a Kpn y E. coli, ya que no han sido sistemáti-
camente testados  en otras especies de enterobacterias. 
Kpn productora de MBL como enzima única, tiene 
resistencia a todos los betalactámicos menos a los 
monobactámicos (AZT).  (22, 26)
Algunos trabajos exponen la importacia de colocar ERT en 
el antibiograma de enterobacterias para detectar mecanis-

mos de resistencia que otros carbapenemes no detectan 
para luego indagar con las demás pruebas fenotípicas. (27)
Hay un aumento global de los casos de ERC detectados, 
principalmente  Kpn, seguida de Enterobacter spp. (18, 28) 
Esto coincide con nuestros hallazgos donde predomina 
Kpn seguida de E.coli y luego E. cloacae.
Kpn productora de carbapenemasa, es la ERC que tiene las 
tasas de morbi-mortalidad más altas, oscilando entre el 18 
y el 60 % y siendo más altas en pacientes con bacteriemia, 
internación prolongada, pacientes que recibieron 
antibióticos previamente y en pacientes críticos multi-in-
vadidos (ventilación mecánica, catéteres, etc.). El mal uso 
de los antibióticos explica, en parte, el aumento de las 
resistencias. Sólo en la primera década del milenio el 
consumo global en humanos creció el 40%. Las bacterias 
resistentes a los antibióticos son anteriores a los antibióti-
cos mismos y con el mal uso se favorece la selección de 
cepas resistentes. Se suma a esto el problema de  que la 
industria farmacéutica ha dejado de interesarse por el 
desarrollo de nuevos antibióticos, un trabajo demasiado 
costoso para la fabricación de unos medicamentos que 
quedan obsoletos en pocos años y que no generan 
su�cientes bene�cios. (29 - 32)
La KPC es codi�cada por el gen blaKPC, las más 
frecuentes son KPC-2 y KPC-3 generalmente codi�cada 
en plásmidos. Hidrolizan e�cientemente penicilinas, 
cefalosporinas, AZT, carbapenemes y no se inhiben por 
clavulánico, tazobactam o sulbactam. (32) Desde el año 
2001 se describe la aparición de KPC en varios lugares del 
mundo con un comportamiento endémico y epidémico. 
Su importancia radica en la capacidad que posee de 
trasmitir resistencia a todos los antibióticos β - lactámicos 
y a otras familias de antibióticos como aminoglucósidos 
y quinolonas limitando las opciones terapéuticas. En la 
mayoría de los casos conservan la sensibilidad a colistin y  
tigeciclina. Las medidas de detección y control de ERC 
son necesarias para limitar los casos y lograr un 
tratamiento adecuado. (34 - 39)
A pesar de que según la bibliografía la resistencia a 
carbapenemes más usual se debe a la combinación de 
BLEE más impermeabilidad o AmpC más impermeabilidad 
en nuestro caso predominó la combinación de BLEE con 
KPC que es la más complicada desde el punto de vista 
clínico. Las carbapenemasas que han emergido en nuestro 
país pertenecen a la clase  A de Ambler, grupo funcional 2f 
de Karen Bush. Estas comprenden enzimas del  tipo Sme, 
NMC A, IMI y KPC. Todas estas enzimas son inhibidas por 
ácido  clavulánico y tazobactam. A excepción de las de 
tipo KPC, hidrolizan e�cientemente IMI y MEM, penicilinas, 
cefalosporinas de primera generación y  AZT, pero no 
oximino cefalosporinas. (39, 40)
Tres casos presentaban positivismo en todas las pruebas 
fenotípicas utilizadas suponiendo la presencia simultánea 
de BLEE, KPC y MBL resultando algo inusual y complicado 
de tratar clínicamente. 
E. cloacae es un microorganismo ubicuo en la naturaleza 
que forma parte de la �ora intestinal en humanos, y en los 
últimos años se ha convertido en un importante patógeno 
asociado a infecciones de origen nosocomial, principal-
mente bacteriemia, infección respiratoria, del tracto 
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que son los β-lactámicos de mayor espectro, actividad,  
resistencia a las β-lactamasas y altamente potentes contra 
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas 
cualidades hacen que sean imprescindibles en el 
tratamiento empírico donde se sospecha de un microor-
ganismo multirresistente, infecciones graves nosocomia-
les o cepas productoras de β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE). 
Los principales mecanismos de resistencia a carbapene-
mes en bacterias Gram negativas pueden surgir por 
disminución de la permeabilidad del antibiótico a través 
de la membrana externa  por disminución de la expresión 
de porinas, aumento de la expulsión activa del antibiótico 
por bombas de e�ujo o combinación de mecanismos 
como BLEE o cefalosporinasa AmpC (cromosómica o 
plasmídica) más impermeabilidad. Éstas son causas 
comunes de resistencia a carbapenemes, pero lo que 
genera mayor preocupación es la producción de enzimas 
β-lactamasa, en especial las carbapenemasas de tipo 
Klebsiella pneumoniae (KPC), oxacilinasas (OXA) y 
metaloenzimas Nueva Dheli (NDM) (1-4). Estas enzimas son 
un problema de salud pública porque aumentan la 
mortalidad y la diseminación del plásmido que las codi�ca 
lo que favorece la formación de brotes nosocomiales, 
limitando las opciones terapéuticas y favoreciendo la 
aparición en los últimos años de patógenos panrresis-
tentes, es decir aquellos resistentes a todos los antibióti-
cos comercialmente disponibles frente a los que quedan 
pocas  posibilidades terapéuticas. Con la presión selectiva 
ejercida por el uso indiscriminado de los antibióticos, se 
pueden seleccionar bacterias multirresistentes (con 
resistencia a por lo menos 3 clases de antibióticos) donde 
una población de bacterias que está produciendo una 
infección y forma parte de la �ora normal,  puede coexistir 
con bacterias portadoras de algún gen de resistencia y al 
ser enfrentadas a un determinado antibiótico sobreviven, 
a su vez si estas bacterias tienen un mecanismo de 
resistencia codi�cado en un plásmido, este se puede 
transferir a otras especies de bacterias relacionadas. (5 - 10)
 Se estima que el 50%  de todos los antimicrobianos que 
se prescriben son innecesarios o se usan de manera 
inadecuada, por ejemplo en infecciones que no lo 
requieren, por la presión que ejercen los pacientes o sus 
familiares por desconocimiento, falta de pruebas apropia-
das de diagnóstico y uso con �nes no terapéuticos en 
animales destinados al consumo humano. (11)
El objetivo de este trabajo es investigar la presencia de 
mecanismos enzimáticos de resistencia a carbapenemes 
presentes en Enterobacterias multirresistentes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios del 
Hospital Córdoba en el período de Febrero – Noviembre 
de 2017.

Materiales y metodos
Estudio retrospectivo, observacional en cepas de entero-
bacterias con resistencia a carbapenemes aisladas de 
muestras de pacientes hospitalizados y ambulatorios que 
se atienden en nuestra Institución, hombres y mujeres 
entre 18 y 65 años de los cuales se recibe pedido médico 
en el Área de Supervisión de Microbiología del Servicio de 

Bioquímica del Hospital Córdoba durante el período 
febrero- noviembre de 2017.

Aislamiento bacteriano
Las muestras recibidas se procesaron de acuerdo al 
protocolo interno del laboratorio establecido para cada 
tipo de material.
Las pruebas de identi�cación y sensibilidad a los antimi-
crobianos se determinaron  a través de métodos automa-
tizados Vitek 2 Compact (Biomerieux, Marcy-l'Étoile 
Francia) y Phoenix 100 (Becton Dickson, EE.UU) los cuales 
se basan en la medición de versiones modi�cadas de las 
reacciones bioquímicas convencionales mediante 
sustratos cromogénicos o �uorescentes y también se 
utilizaron métodos manuales estandarizados. (12)
Para las pruebas de sensibilidad manuales se usó el 
Método de Kirby - Bauer por difusión en agar Müeller - 
Hinton (MH) y la interpretación se realizó de acuerdo a las 
Normas Clinical and Laboratory Stadards (CLSI) 2017.
Para con�rmar mecanismos de resistencia arrojados por el 
equipo o sospecha de los mismos se realizaron métodos 
manuales. Se consideraron cepas sospechosas de producir 
carbapenemasa cuándo los sistemas automatizados 
arrojaron valores de Concentraciones Inhibitorias Mínimas 
(CIM) de  ertapenem (ERT), imipenem (IMI) o meropenem 
(MEM) en el rango  resistencia según las recomendaciones 
del CLSI o que en el antibiograma manual expresaron 
resistencia a la mayoría de los antibióticos.
Las recomendaciones 2014 del Servicio de Antimicrobia-
nos del Instituto Malbrán, consta de distintos screenings 
para la sospecha de carbapenemasas, entre ellos los 
usados en este trabajo: 
Difusión: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≤22 mm, para 
Salmonella IMI (10 ug)  ≤24 mm  y para Proteus IMI (10 ug)  
≤ 22 mm y MEM (10 ug)  ≤ 27 mm.
Vitek 2C: Enterobacterias: IMI (10 ug)  ≥2 ug/ml + MEM 
(10 ug)  ≥1 ug/ml 
Phoenix: Klebsiella – Enterobacter - Serratia: IMI (10 ug)  ≥
2 ug/ml y otras enterobacterias: ERT (10 ug)  ≥1 ug/ml. 
A partir de estos resultados positivos se debe realizar la 
con�rmación con discos de ácido borónico 300 ug(BOR), 
cloxacilina y quelantes de Zn como el EDTA. En nuestro 
caso se utilizó BOR, EDTA y Test de Hodge modi�cado.
Para detectar  BLEE se realizaron dos técnicas manuales, 
en una se colocó un disco de Amoxicilina – clavulánico 20 
/10 ug (AMC) entre discos de Ceftazidima 30 ug (CAZ) y 
Cefotaxima 30 ug (CTX) enfrentados a 27 mm borde a 
borde, observando el efecto “huevo” entre ellos y con la 
otra técnica se determinó la diferencia de halo entre 
discos de CTX / CTX - clavulánico 30 / 10 ug y CAZ / CAZ – 
clavulánico 30 / 10 ug, una diferencia mayor a 5mm 
implica la presencia de BLEE.
 Para con�rmar la presencia de  KPC, se realizó prueba por 
difusión colocando un disco de BOR entre los discos de IMI 
y MEM enfrentados a  15mm (centro a centro) con sinergia 
positiva. También se realizó el Test de Hodge modi�cado 
con tritón que consiste en el agregado y distribución de  
50 microlitros de Triton X - 100 en la super�cie de la placa 
de MH, se colocó en estufa a  35º C hasta su absorción 
completa y posteriormente se sembró una  suspensión de 

nación de mecanismos de resistencia BLEE + KPC, en 
E.cloacae  probable NMC-A ó IMI y en E.coli combinación 
de probable BLEE más KPC.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario saber los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar una terapia adecuada.

Introducción
La resistencia a los antibióticos es la capacidad de un 
microorganismo de resistir la acción de un antimicrobia-
no. Esta resistencia puede ser natural (intrínseca) o  
adquirida (secundaria). La intrínseca se observa en todas 
las cepas de la misma especie y/o género, es una 
característica estable y de transmisión vertical (sólo a 
células hijas). Con la resistencia adquirida las bacterias se 
tornan resistentes a un antibiótico al que previamente 
eran sensibles, ya sea por mutaciones o por intercambio 
de material genético (plásmidos o transposones), la 
transmisión  puede ser vertical u horizontal (entre 
miembros de la misma especie o diferente). 
En este trabajo se hace referencia a los carbapenemes, 

turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la cepa 
indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922) la cual se 
siembra por inundación en la placa. Se colocó en el centro 
de la placa un disco de MEM y con un ansa estéril se 
tomaron de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco de la cepa 
en estudio y se realizó una estría desde el borde del disco 
hacia la periferia de la placa, se incubó la placa en 
aerobiosis a 35 ºC durante 16 - 18 horas. El test es positivo 
cuando hay sobrecrecimiento de la cepa en estudio hasta 
el borde del disco. La sinergia de carbapenemes con 
discos de EDTA sirve para determinar la presencia de 
metalo – β - lactamasa (MBL, grupo 3). Para la misma se 
colocó el disco del quelante entre IMI y MEM a una 
distancia de 1,5 cm de borde a borde y se consideraron 
positivos los tests que muestran apertura de los halos de 
inhibición del carbapenem hacia el quelante y negativos 
aquéllos en los que solo se formen “túneles”.
El control de calidad se realiza utilizando cepas de 
referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 
25922,  Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, Klebsiella 
pneumoniae ATCC 700603.
Los resultados fueron documentados en una base de 
datos de Excel Microsoft O�ce.

Resultados
En el período de febrero- noviembre de 2017 se obtuvo un 
total de 94 cepas de diversos materiales en donde los 
microorganismos aislados presentaron resistencia a uno o 
más carbapenemes. En la Figura I se representa la cantidad 
y tipo de muestra, observandose predominio de muestras 
de orina, obtenidas a través de catéter, nefrostomías o 
chorro medio. Figura 1. 
Dentro de los microorganismos aislados predominó Kpn, en 
segundo lugar E.cloacae y por último E.coli. En la Figura II se 
observa el nombre y número de  microorganismos aislados 
en las distintas muestras. Figura 2. 
Se evaluaron los mecanismos de resistencia de cada 
microorganismo teniendo en cuenta los resultados de las 
pruebas fenotípicas observándose que en Kpn predomina 
(58 / 83 aislamientos) el mecanismo BLEE + KPC que con�ere 
resistencia a carbapenemes. La mayoría de estos pacientes 
estaban internados en los Servicios de la Unidad de Cuidados 
Intermedios (UCI) y Unidad de Terapia Intensiva (UTI). En 3 
aislamientos se evidenció positividad conjunta en las 
sinergias con BOR y EDTA, dos de estas cepas pertenecían al 
mismo paciente y las muestras fueron de orina chorro medio 
tomadas el mismo mes. El tercer aislamiento pertenecía a 
una muestra de orina chorro medio de un paciente con 
antecedentes de Kpn KPC (+). Ambos pacientes hospitaliza-
dos y atendidos por el Servicio de Nefrología. En tres 
aislamientos (3/83) se observó sinergia en todas las pruebas, 
coexistiendo en forma probable BLEE  con KPC y con MBL. En 
la Tabla 1 se observan las resistencias antibióticas más 
relevantes. Tabla 1. 
En los resultados de pruebas fenotípicas para E.cloacae se 
observó predominio de probable NMC-A ó IMI (2 / 5 
aislamientos). Distintos pacientes, uno hospitalizado y 
otro ambulatorio. El per�l de sensibilidad se muestra en la 

Tabla 2.
Con las pruebas fenotípicas para E.coli se pudo ver que 
predominó una combinación de mecanismos de resisten-
cia, probable BLEE más KPC (3/6 aislamientos). Dos de 
ellos pertenecientes a un mismo paciente atendido por 
consultorio externo. La interpretación de la sensibidad a 
los antibióticos se puede ver en la Tabla 3.

Discusión
La detección de un paciente con infecciones producidas 
por enterobacterias resistentes a los carbapenemes (ERC) 
reduce las opciones terapéuticas y promueve el inicio de 
combinaciones de antibióticos, algunos de alta toxicidad y 
la aplicación de medidas de prevención y aislamiento de 
contacto, por lo cual su sospecha y con�rmación son 
fundamentales para reducir la mortalidad y la expansión 
de estos microorganismos. Uno de los tratamientos de 
elección es el colistin pero ya han aparecido ERC 
resistentes a éste limitando aún más el tratamiento 
óptimo. (10, 13 - 16)
En el análisis de ERC aisladas de distintos tipos de 
muestras el  microorganismo mayormente aislado fue Kpn 
(83/94 cepas ) lo que concuerda con algunos trabajos 
donde se expone que, actualmente,  Kpn KPC es la especie 
de ERC más frecuentemente encontrada. En Argentina, el 
primer caso se describe en el año 2006. (10,17)

Desde el Laboratorio de Microbiología es importante la 
detección ERC y supone un reto ya que estas enzimas 
tienen diferentes y variables grados de expresión in vitro, 
que en ocasiones generan CIM consideradas sensibles a 
algunos carbapenemes, di�cultando su detección, 
especialmente cuando se emplean sistemas automatiza-
dos. (18)  Cuando estos equipos o el antibiograma manual 
hacen sospechar de la presencia de una carbapenemasa a 
través de la sensibilidad disminuida o resistencia a las 
cefalosporinas de amplio espectro o carbapenemes o 
cepas en donde los valores de CIM de los carbapenemes 
se incrementan por encima de los correspondientes 
puntos de corte epidemiológicos (que separan las 
poblaciones salvajes de aquellas que presentan mecanis-
mos de resistencia), es necesario la con�rmación y 
diferenciación con otros mecanismos de resistencia o 
combinaciones de éstos, ya que no es igual la expresión 
de una carbapenemasa en Pseudomonas aeruginosa o en 
Acinetobacter baumannii que en E. coli, Kpn o E. cloacae. 
Cada una de estas especies tiene sus peculiaridades 
fenotípicas naturales que deben ser contempladas. (19). 
Los métodos de referencia como el ensayo espectrofo-
tométrico o biología molecular  no está siempre al alcance 
de todos los laboratorios, por lo que se han propuesto 
métodos biológicos (bioensayos) sencillos que permiten 
su detección. Dentro de los métodos usados en este 
trabajo se realizaron pruebas fenotípicas de inhibición con 
EDTA, BOR y ácido clavulánico mediante difusión en agar, 
así como el test de Hodge modi�cado con disco de MEM 
que permite una detección  mejorada de carbapenemasas 
de importancia clínica y se puede realizar en todos los 
bacilos Gram negativos. Este test a pesar de su sencillez 
tiene algunas limitaciones, posee una sensibilidad elevada 

urinario y abdominal.  La producción de carbapenemasas 
es poco frecuente en este microorganismo, aunque hay 
una creciente preocupación por su aparición y su rápida 
diseminación (41 - 44). Poseen resistencia natural a través de 
una AmpC cromosómica inducible, que normalmente 
causa resistencia a ampicilina, ampicilina - sulbactam, 
cefalotina, CTX. Pero  puede desrreprimirse sumando 
resistencia a cefalosporinas de tercera generación y AZT. 
La combinación de AmpC desreprimida (E.aerogenes,  
E.cloacae, Citrobacter freundii) más impermeabilidad 
también pueden llevar a la resistencia a carbapenemes en 
enterobacterias. (45)
En nuestro caso predominó la presencia de probable 
NMC-A ó IMI, que es una carbapenemasa  clase A de 
Ambler. 
E.coli posee  AmpC cromosómica, sin embargo la 
expresión de esta enzima es mínima debido a que este 
microorganismo carece del promotor natural (Amp-R ).En 
su forma natural o salvaje se expresa a nivel muy bajo y no 
con�ere resistencia de trascendencia clínica (46 - 48)
Lo más común dentro de sus mecanismos de resistencia 
adquiridos son las BLEE CTX-M, muy diseminadas en la 
actualidad por el mundo en enterobacterias que colonizan 
el intestino, siendo E. coli  la enterobacteria intestinal 
comensal (también  patógena) más abundante en el 
intestino.  (48 - 50) Hay pocos casos en la literatura de BLEE + 
carbapenemasas.
También se aislaron cepas con BLEE. La familia de 
Enterobacterias productoras de BLEE son una causa 
importante de infecciones nosocomiales. Dentro de este 
grupo  E. coli es causa frecuente  de infección del tracto 
urinario de la comunidad y nosocomial, mientras que 
Klebsiella spp y Enterobacter spp son causa importante  
de infecciones asociadas a la atención de la salud. Las 
localizaciones más frecuentes fueron neumonía nosoco-
mial, bacteriemia e infecciones intraabdominales. (34)
 
Conclusion
Con los resultados de las pruebas fenotípicas se observó 
que en Kpn predominó la combinación de mecanismos de 
resistencia BLEE + KPC, en E. cloacae  probable NMC-A ó 
IMI y en E.coli combinación de probable BLEE más KPC.
Cada vez es más frecuente la asociación de diferentes 
mecanismos de resistencia para la misma familia de 
antibióticos en una misma cepa. Esto hace que el per�l 
fenotípico sea difícil de interpretar y el tratamiento muy 
difícil de abordar.
Aunque no está claro cual es el esquema antimicrobiano 
óptimo, es necesario conocer los resultados de cada 
institución para conocer la epidemiología local y así 
implementar combinaciones terapéuticas más convenien-
tes evitando  fallas en los tratamientos y el uso indiscrimi-
nado de antibióticos y poder implementar a tiempo 
medidas de aislamiento de contacto y evitar la propa-
gación de estos microorganismos.
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pero no diferencia el tipo de carbapenemasa (no 
diferencia entre metaloenzimas y enzimas de clase 2f ) y 
se han observado resultados falsos negativos por la baja 
expresión de la carbapenemasa, sobre todo con cepas 
con MBL (como NDM - 1) y oxacilinasas. También se han 
comunicado falsos positivos con cepas productoras de 
CTX – M - 2 combinadas con impermeabilidad hasta un 
25 % de los casos y con las cepas hiperproductoras de 
AmpC. Asimismo, se ha discutido cuál es el carbapenem 
más adecuado, recomendándose la utilización de MEM y 
ERT. (20- 24)
En la guía CLSI M100 de 2018 esta prueba ha sido 
eliminada para la determinación de la producción de 
carbapenemasas en Enterobacteriaceae.
En cuanto a la sinergia con BOR,  permite inferir la 
presencia de KPC, pero tiene como gran limitación que el 
BOR inhibe también la AmpC de Enterobacter y Serratia, 
generando falsos positivos para esos microorganismos 
(aproximadamente 25 %) los cuales pueden diferenciarse 
usando discos combinados con un inhibidor de esa 
enzima como cloxacilina; en nuestro laboratorio no se 
realizó la prueba con cloxacilina por falta de insumo.
Los métodos basados en la inhibición por EDTA se utilizan 
para la detección de MBL. El EDTA es un compuesto que se 
une al centro activo de las enzimas de clase B de Ambler 
que contiene iones de Zn+2. La sensibilidad a aztreonam 
(AZT) en conjunto con resistencia a carbapenemes, sobre 
todo si se observa efecto sinérgico con EDTA, es sugestivo 
de metaloenzimas. La resistencia a AZT no descarta su 
presencia debido a la posibilidad de mecanismos 
secundarios (AmpC desrreprimida, BLEE, e�ujo). La gran 
limitación es que algunas bacterias pueden ser muy 
sensibles al EDTA (rompe las porinas) y da falsos (+) pero la 
ocurrencia de esto depende de que se produzca la MBL en 
grandes cantidades. (25)
Al realizarse las pruebas con�rmatorias con discos de BOR, 
cloxacilina y EDTA se consideran 2 posibilidades: 
a) Sensibilidad a cefalosporinas de 3º generación y 
sinergia con BOR pero no con EDTA ni con cloxacilina: 
probables enzimas del tipo Sme (Serratia marcescens), IMI 
o NMCA (Enterobacter) 
b) Resistencia a cefalosporinas de 3º generación: 
- Sinergia con BOR pero no con cloxacilina ni con EDTA: 
probable KPC 
- Sinergia con EDTA pero no con BOR  ni con cloxacilina: 
probable MBL. 
- Sinergia con BOR y con cloxacilina pero no con EDTA: 
AmpC 
- Falta de sinergia con BOR, cloxacilina y EDTA: probable 
BLEE o carbapenemasa del tipo OXA. 
Finalmente todos estos mecanismos requieren con�r-
mación molecular.  (9, 24)
La aplicación de estos métodos en la detección de MBLs 
está limitada a Kpn y E. coli, ya que no han sido sistemáti-
camente testados  en otras especies de enterobacterias. 
Kpn productora de MBL como enzima única, tiene 
resistencia a todos los betalactámicos menos a los 
monobactámicos (AZT).  (22, 26)
Algunos trabajos exponen la importacia de colocar ERT en 
el antibiograma de enterobacterias para detectar mecanis-

mos de resistencia que otros carbapenemes no detectan 
para luego indagar con las demás pruebas fenotípicas. (27)
Hay un aumento global de los casos de ERC detectados, 
principalmente  Kpn, seguida de Enterobacter spp. (18, 28) 
Esto coincide con nuestros hallazgos donde predomina 
Kpn seguida de E.coli y luego E. cloacae.
Kpn productora de carbapenemasa, es la ERC que tiene las 
tasas de morbi-mortalidad más altas, oscilando entre el 18 
y el 60 % y siendo más altas en pacientes con bacteriemia, 
internación prolongada, pacientes que recibieron 
antibióticos previamente y en pacientes críticos multi-in-
vadidos (ventilación mecánica, catéteres, etc.). El mal uso 
de los antibióticos explica, en parte, el aumento de las 
resistencias. Sólo en la primera década del milenio el 
consumo global en humanos creció el 40%. Las bacterias 
resistentes a los antibióticos son anteriores a los antibióti-
cos mismos y con el mal uso se favorece la selección de 
cepas resistentes. Se suma a esto el problema de  que la 
industria farmacéutica ha dejado de interesarse por el 
desarrollo de nuevos antibióticos, un trabajo demasiado 
costoso para la fabricación de unos medicamentos que 
quedan obsoletos en pocos años y que no generan 
su�cientes bene�cios. (29 - 32)
La KPC es codi�cada por el gen blaKPC, las más 
frecuentes son KPC-2 y KPC-3 generalmente codi�cada 
en plásmidos. Hidrolizan e�cientemente penicilinas, 
cefalosporinas, AZT, carbapenemes y no se inhiben por 
clavulánico, tazobactam o sulbactam. (32) Desde el año 
2001 se describe la aparición de KPC en varios lugares del 
mundo con un comportamiento endémico y epidémico. 
Su importancia radica en la capacidad que posee de 
trasmitir resistencia a todos los antibióticos β - lactámicos 
y a otras familias de antibióticos como aminoglucósidos 
y quinolonas limitando las opciones terapéuticas. En la 
mayoría de los casos conservan la sensibilidad a colistin y  
tigeciclina. Las medidas de detección y control de ERC 
son necesarias para limitar los casos y lograr un 
tratamiento adecuado. (34 - 39)
A pesar de que según la bibliografía la resistencia a 
carbapenemes más usual se debe a la combinación de 
BLEE más impermeabilidad o AmpC más impermeabilidad 
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