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RESUMEN

La emergencia de aislamientos de Klebsiella pneumoniae
doble productores de carbapenemasas (KPC y NDM) es
una de las consecuencias de la pandemia causada por
SARS-CoV-2 que ha causado un impacto significativo en
las tasas de resistencia a los antimicrobianos en las infec-
ciones intrahospitalarias por esta enterobacteria. Estos
aislamientos representan un desafio para los servicios
de salud, por su deteccion y caracterizacion y posterior
tratamiento. En este trabajo se describen los aislamien-
tos portadores de KPC y NDM recuperados durante 2022
aislados de distintas muestras clinicas de pacientes inter-
nados en un hospital universitario de la Ciudad de Buenos
Aires, se los caracteriza fenotipicamente y genotipica-
mente como portadores de ambas carbapenemasasy se
destaca la excelente actividad in vitro de la combinacion
ceftazidima-avibactam y aztreonam en el tratamiento de
estas infecciones en donde las alternativas terapéuticas
estarian limitadas a antibidticos no B-lactamicos con por-
centajes de resistencia que superan el 70%.

Palabras clave: Klebsiella pneumoniae, doble carbapene-
masa, KPC, NDM.

Departamento de Bioquimica Clinica. Laboratorio de
Bacteriologia, INFIBIOC. Hospital de Clinicas José
de San Martin, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad de Buenos Aires, Argentina.

Autora responsable para correspondencia: Marcela
Nastro. Avenida Cérdoba 2351, Ciudad Auténoma de
Buenos Aires. marcelanastro@hotmail.com

Recibido: 2/2/23 Aceptado: 13/7/23

El presente trabajo fue en parte financiado por la
Secretaria de Ciencia y Técnica de la Universidad de
Buenos Aires (UBACyT 20020130100167BA- Angela
Famiglietti) que cuenta con la aprobacién general del
Comité de Etica del Hospital de Clinicas José de San
Martin.

Los autores declaran no poseer conflictos de intereses.

Actual. Sida Infectol., Diciembre 2023-Marzo 2024; 31 (113): 42-47; https://doi.org/10.52226/revista.v31i113.166



Doble produccion de carbapenemasas

43

Introduccion

La emergencia de aislados de Klebsiella pneumoniae
productores de carbapenemasa de tipo KPC (Kpn-KPC+)
cambié significativamente la epidemiologia y el trata-
miento de las infecciones causadas por Enterobactera-
les (1, 2). Antes de esta irrupcion, la resistencia a car-
bapenemes estaba limitada a bacilos Gram-negativos
no fermentadores, con menor frecuencia de aislamiento
y/o menor virulencia. La capacidad de producir brotes
a nivel global de Kpn-KPC+ estuvo fundamentalmente
relacionada al clon epidémico ST258 (2, 3). En cambio,
la aparicion de la metalobetalactamasa de tipo NDM en
Enterobacterales fue en nuestro pais un fendmeno mas
paulatino, asociado a la familia Morganellaceae (Proteus
mirabilis y Providencia stuartii) (4). Por otro lado, los ais-
lamientos de Kpn productores de NDM (Kpn-NDM+) no
estaban asociados a un clon en particular (5).

La pandemia causada por SARS-CoV-2 fue el hecho epi-
demioldégico de mayor relevancia en las ultimas déca-
das. Sus consecuencias en la sociedad fueron econé-
micas, sociales, culturales y, por supuesto, sanitarias.
Dentro de estas ultimas, el numero de fallecimientos
directos e indirectos son los mas graves e irreparables,
pero los impactos causados en los sistemas de salud
fueron multiples. Entre ellos, se destaca el incremen-
to de la resistencia a los antimicrobianos, mucho mas
silenciosa pero estable en el tiempo y mas mortal en
el mediano y largo plazo que la pandemia original. Las
tasas de resistencia alcanzadas en la postpandemia en
algunas infecciones hospitalarias se proyectaban recién
para el afio 2030.

Durante la primera ola de COVID-19 nos encontramos
con la diseminacién de Enterobacterales, especifica-
mente Klebsiella pneumoniae, con produccion de com-
binaciones de B-lactamasas y/o coproduccion de car-
bapenemasas que constituyeron un doble desafio para
el control de infecciones y para la elecciéon de un tra-
tamiento 6ptimo en estos pacientes con largos perio-
dos de internacién y sometidos a multiples esquemas
antibiéticos. Los objetivos del presente trabajo fueron
analizar la epidemiologia y caracterizar feno y genotipi-
camente a los aislamientos de Klebsiella pneumoniae
doble productores de carbapanemasas (DPC) en un hos-
pital de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires (CABA) y
evaluar la actividad de las asociaciones de aztreonam
con avibactam y con acido clavulénico.

Material y métodos

Se estudiaron prospectivamente todos los aislamientos
de enterobacterias doble productores de carbapenema-
sas de pacientes internados durante 2022. Se seleccio-
naron aislamientos con CIM de meropenem > 1 pg/ml.

Identificacion bacteriana

La identificacion de los aislados recuperados de especi-
menes clinicos considerados significativos por el Labo-
ratorio de Bacteriologia segun los manuales de procedi-
mientos vigentes fue realizada mediante espectrometria
de masa MALDI-TOF (Bruker, Daltonics). Los resultados
fueron analizados con la base de datos de Biotyper (ver-
sién 3.1, BD, Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania).

Estudios de sensibilidad antimicrobiana

Se evalud la sensibilidad in vitro a los antimicrobianos
a través del sistema automatizado Phoenix (Becton Di-
kinson) de acuerdo a las condiciones establecidos por
el fabricante. Para determinar la sensibilidad a colistina
(COL) se empled el método de sensibilidad a una dilu-
cion validado previamente por nuestro laboratorio (6).
Los resultados fueron interpretados segun los criterios
establecidos por el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) (7) y/o por el European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (8). En
la totalidad de los aislados se determind la sensibili-
dad a aztreonam (AZT), ceftazidima-avibactam (CZA),
acido clavuldnico (CLA) aztreonam/avibactam (AZA) y
aztreonam/acido clavuldnico (AZC) mediante dilucién
seriada en agar Mueller-Hinton siguiendo las recomen-
daciones generales del CLSI. La concentracion final de
avibactam y de acido clavulanico fue de 4 pg/mly de 2
pg/ml, respectivamente. Como control de calidad de las
pruebas de sensibilidad se emplearon las cepas Esche-
richia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853.

Pruebas fenotipicas para la deteccion de
carbapenemasas

A la totalidad de los aislados se les realizo la prueba de
Blue carba para estudiar la presencia de actividad car-
bapenemadsica (9). Si el resultado fue positivo (cambio
de color) se adicionaron los ensayos de inhibicién con
EDTA y con &cido borénico (APB) con imipenem (IMI)
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y meropenem (MER) para distinguir fenotipicamente
entre serinocarbapenemasas y metalobetalactamasas,
respectivamente. Debido a la circulacién de aislamien-
tos de Klebsiella pneumoniae que producen conjunta-
mente las enzimas NDM y KPC, en el laboratorio de
Bacteriologia se usa un esquema de deteccién donde
se evalla simultdneamente las sinergias anteriormen-
te mencionadas mas las interacciones entre acido cla-
vuldnico-AZT y CZA-AZT.

Métodos genotipicos

Se realiz6 PCR convencional aplicando técnica y condi-
ciones previamente descriptas con primers especificos
para los genes bla,,, bla,,,, bla,, y bla,, y posterior
secuenciacion en todos los aislamientos con sospecha
de produccion de carbapenemasas para confirmar la de-
teccién fenotipica (10).

Registro de datos

Todos los aislamientos resistentes a los carbapenemes
fueron prospectivamente incluidos en las bases de da-
tos especificas del Laboratorio de Bacteriologia en un
programa especial establecido desde 2016 para el se-
guimiento de bacterias multirresistentes.

Resultados

Todos los aislamientos con doble produccién de car-
bapenemasas fueronidentificados como Klebsiella pneu-
moniae. Durante 2022 se recuperaron 32 aislamientos
de K. pneumoniae-DPC correspondientes a 20 pacientes
distribuidos en salas de internacidén de la siguiente ma-

nera: Unidad de Cuidados Intensivos, 10; Clinica Médica,
9 y Traumatologia, 1. Los especimenes clinicos fueron:
orina, 10; muestras respiratorias, 7; sangre, 10; liquido
abdominal, 2; piel y partes blandas, 2 y retrocultivos, 1.
La prueba de Blue Carba fue positiva en el 100% de los
aislamientos. Todos los aislamientos presentaron altos
niveles de resistencia a los antibiéticos B- lactamicos,
incluyendo carbapenemes, AZT (CIM = 16 ug/ml) y CZA
(CIM > 8 ug/ml). La sensibilidad a los antibiéticos no B-
lactamicos se detalla en la Tabla 1.

La sinergia carbapenemes-EDTA mostré resultado po-
sitivo en el 70% de los aislados mientras que la siner-
gia carbapenemes-APB lo hizo en el 40%. La sinergia
AZT-AVI fue positiva en la totalidad de los aislamientos,
mientras que la sinergia AZT-CLA fue negativa en los 32
aislamientos.

Se confirmé la doble presencia de las enzimas de tipo

KPC y NDM por PCR en el 100% de los aislamientos (Ta-
bla 2).

Tabla 1. Porcentajes de resistencia a los antibioticos no

B-lactamicos en los 32 aislamientos de K. pneumoniae

Antimicrobiano Porcentaje de
resistencia (%)
Trimetoprima-sulfametozaxol 100
Ciprofloxacina 100
Amikacina 91
Gentamicina 91
Colistina 74
Tigeciclina 75
Fosfomicina 73

Tabla 2. Distribucion de los fenotipos y genotipos en los 32 aislamientos de K. pneumoniae

. . n SIEE U] Sinergia RSOl PCR | PCR | PCR | PCR
Fenotipo | aislamientos/ | carbapenemes- | carbapenemes- AZT-AVI AZT- bla bla bla bla
n total APB EDTA CLA kpc NDM OXA ViM
1 6/32 pos pos pos neg pos pos neg neg
2 3/32 neg neg pos neg pos pos neg neg
3 7/32 pos neg pos neg pos pos neg neg
4 16/32 neg pos pos neg pos pos neg neg
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Discusion

La emergencia de aislamientos de Kpn-KPC+NDM+ evi-
dencia la capacidad de K. pneumoniae de producir mul-
tiples B- lactamasas con el mismo perfil de hidrolisis.
Estos aislados que habian sido descriptos previamen-
te en diversos paises (11, 12, 13) fueron detectados en
nuestro medio en forma simultanea en un gran nime-
ro de centros asistenciales. En el Hospital de Clinicas
fueron detectados por primera vez en agosto de 2020,
triplicandose su presencia en 2022.

En lo que respecta a las sinergias con inhibidores, se
demostré la excelente capacidad del avibactam para
proteger a AZT en estos aislamientos resistentes a CZA
por produccion de metalobetalactamasas, mientras que
la asociacién CLA-AZT no presentd actividad in vitro de-
bido a la fuerte actividad hidrolitica de la enzima de tipo
KPC (13). La disminucién en la eficiencia de la deteccién
fenotipica de las carbapenemasas se debe a que ambas
B-lactamasas enmascaran mutuamente los perfiles de
inhibicién. La no disponibilidad de métodos fenotipicos
alternativos como los kits inmunocromatograficos, por
su alto costo, también dificulta la rdpida identificacion
de estas cepas.

Conclusion

La emergenciay posterior diseminacién de aislamientos
de Kpn-KPC+NDM+ ocurrida durante el periodo postpan-
demia representa un doble desafio tanto para los labora-
torios de microbiologia clinica, los cuales deben aportar
resultados rapidos y certeros, como para los servicios
médicos que disponen de escasas alternativas terapéu-
ticas para instaurar el tratamiento para las infecciones
causadas por estos microorganismos y a la vez imple-
mentar medidas de control para evitar su diseminacion.
La combinacién ceftazidima-avibactam-aztreonam re-
presenta una muy buena opcién a tener en cuenta en
estos aislamientos con multi y extrema resistencia.
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Phenotypic and genotypic characterization of double

carbapenemase producing Klebsiella pneumoniae
isolates in a University Hospital

Theemergence of double-carbapenemase (KPC and NDM)
producing Klebsiella pneumoniae isolates is one of the
consequences derived from the SARS CoV-2 pandemic,
which has caused significant impact on the antimicrobial
resistance rates in hospital acquired infections. These
isolates represent a real challenge for Health Services
due to their difficult detection and characterization and
subsequent treatment. In the present work we describe
the double carbapenemase producing isolates recovered
during the year 2022 from clinical samples belonging to
hospitalized patients at a University Hospital in Buenos
Aires city, we report their phenotypic and genotypic
characterization and the excellent “in vitro” activity of the
ceftazidime-avibactam-aztreonam combination in the
treatment of infections in which the therapeutical options
are restricted to non B- lactamic antimicrobials which
hold resistance rates higher than 70%.

Keywords:Klebsiellapneumoniae,double carbapenemase,
KPC, NDM
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