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Resumen

Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasa tipo Nueva Delhi Metalobetalactamasa (NDM) genera un grave
problema en la salud publica debido a su mecanismo de resistencia antibidtica y rapida diseminacion, causando altas
tasas de morbilidad y mortalidad en pacientes hospitalizados al agotarse las opciones de terapia antibiética. El objetivo
del estudio fue la deteccién de carbapenemasas NDM en Kilebsiella pneumoniae utilizando el método modificado de
inactivacion del carbapenémico (mCIM). Se realizé un estudio de corte transversal utilizando aislados clinicos de un
hospital nivel IV de Lima (Peru) en los meses de marzo a mayo de 2018. Se trabajo con 40 aislados clinicos de Klebsiella
pneumoniae resistentes a carbapenémicos, positivos para el gen NDM y 15 aislados clinicos de Klebsiella pneumoniae
sensibles a carbapenémicos, negativos para el gen NDM. La identificacion del gen se realizé por PCR convencional. El
mCIM en Klebsiella pneumoniae tipo NDM demostré una sensibilidad y especificidad del 100% y kappa de 1 comparado
con el método PCR. Se recomienda en los laboratorios la implementacién del mCIM para deteccion de carbapenemasas
tipo NDM en Klebsiella pneumoniae como método rapido, facil, de bajo costo y oportuno para control de diseminacion
hospitalaria de este tipo de bacterias.
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Abstract

New Delhi-type carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae Metallo-beta-lactamase (NDM) generates a serious
public health problem due to its mechanism of antibiotic resistance and rapid dissemination, causing high rates of morbidity
and mortality in hospitalized patients when antibiotic therapy options are drained. The objective of the study was to observe
the detection capacity of NDM carbapenemases in Klebsiella pneumoniae using the modified carbapenem inactivation
method (mCIM). A cross-sectional study was carried out using clinical isolates from a level IV hospital in Lima (Pert) in the
months of March to May 2018. It was worked with 40 clinical isolates of Klebsiella pneumoniae resistant to carbapenems,
positive for the NDM gene and 15 clinical isolates of Klebsiella pneumoniae sensitive to carbapenems, negative for the
NDM gene. The identification of the gene was carried out by conventional PCR. The mCIM in Klebsiella pneumoniae type
NDM demonstrated a sensitivity and specificity of 100% and kappa of 1, compared to the PCR. The implementation of the
mCIM for the detection of NDM-type carbapenemases in Klebsiella pneumoniae is recommended in laboratories as a fast,
easy, low-cost, and timely method for controlling the hospital spread of this type of bacteria.
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INTRODUCCION

El incremento de enterobacterias resistentes a carbape-
némicos (ERC) es un grave problema y uno de los ma-
yores desafios a nivel mundial; adn mds, cuando se trata
de organismos productores de carbapenemasas (PC-
ERC), a diferencia de los no productores de carbapene-
masas (No PC-ERC), los genes de carbapenemasas de
los PC-ERC contenidos en elementos genéticos méviles
son responsables de su rdpida propagacién, limitando
las opciones de tratamiento, siendo los causantes del
alto impacto que se ve reflejado en la alta morbilidad
y mortalidad de los pacientes, el costo que acarrea la
estancia hospitalaria y el tratamiento con antibiéticos de
amplio espectro .

En la actualidad, se utilizan dos esquemas de clasifi-
cacién de las betalactamasas: la de Ambler y Bush. El
esquema de Ambler se basa en la secuencia de aminod-
cidos de las enzimas, agrupdndolas en cuatro clases A,
B, Cy D. Las clases A, C y D son betalactamasas con
serina en su sitio activo; mientras que, las betalactamasas
clase B son metaloenzimas (metalobetalactamasas) de-
pendientes de zinc y son inhibidas por agentes quelan-
tes como el 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA). El
otro esquema es una clasificacién funcional propuesta
por Bush y colaboradores en 1985, designa las carbape-
nemasas con numerales grupo 1, 2, 3, y 4, basindose en
los perfiles hidroliticos e inhibitorios de las enzimas por
compuestos como el dcido clavuldnico, 4cido etilendia-
minotetraacético (EDTA), aztreonam y oxacilina.

La carbapenemasa NDM (New Delhi Metalobetalacta-
masa) pertenece al grupo B de la clasificacién de Ambler
y al grupo 3 de la clasificacién de Bush, neutraliza todos
los betalactdmicos, excepto el aztreonam y son inhibidas

por EDTA™2,

Klebsiella pneumoniae, entre los enteropatdgenos pro-
ductores de carbapenemasas, es el que ha generado ma-
yor impacto epidemioldgico, clinico y responsable de
brotes endémicos a nivel mundial'® .

En el ano 2008 se reporté el primer caso en el mundo
(India) de una carbapenemasa del tipo NDM producida
por una cepa de Klebsiella pneumoniae, expandiéndose
desde aquel ano en todos los continentes y disemindn-
dose rdpidamente en el ambiente hospitalario. En el afio
2011 se reporté el primer caso en Latinoamérica, en el
pais de Guatemala'> '%; después de dos afos se reportd
en Colombia. En Pert el primer reporte de Klebsiella

pneumoniae NDM fue en el ano 2016'.

Es sumamente importante desarrollar en los laborato-
rios hospitalarios métodos rdpidos, sencillos, de bajo
costo y accesibles para deteccién de carbapenemasas,
con la finalidad de implementar estrategias de control
de brotes, prevencion de diseminacion e informacién al
clinico en breve tiempo.

Los métodos fenotipicos mds utilizados para la detec-
cién de carbapenemasas incluyen: Test de Hodge modi-
ficado, Carba NP, mCIM vy ensayos moleculares '* (ver
Tabla 1).

El objetivo principal de este articulo fue la deteccién
de carbapenemasas NDM en Klebsiella pneumoniae uti-
lizando el método modificado de inactivacién del car-
bapenémico (mCIM) frente a la técnica de reaccién en

cadena a la polimerasa (PCR).
MATERIALES Y METODOS

El estudio realizado fue de tipo transversal, se estudia-
ron un total de 55 aislados clinicos (cepas) de Klebsiella
pneumoniae de un hospital nivel IV, Lima, Perq.

Cepas: Se tomaron 40 cepas de Klebsiella pneumoniae
procedentes de hisopados rectales de vigilancia, positivas
para el test de sinergia con el inhibidor etilendiamino-
tetradcetico (EDTA), positivas para el gen blaNDM y
CMI (Concentracién minima inhibitoria) >4 pg/mL
para imipenem (IMP) y meropenem (MEM). 15 cepas
de Klebsiella pneumoniae procedentes de urocultivos,
negativas para el gen blaNDM y CMI <1 pg/mL para
imipenem (IMI) y meropenem (MEM). La identifica-

Tabla 1. Comparacion del Test de Hodge Modificado, el Carba NP y el mCIM

TEST DE HODGE MODIFICADO

CARBA NP

mCIM mCIM

REACTIVOS

COSTO DE MATERIALES

Tiempo de respuesta

INTERPRETACION

FORTALEZAS

LIMITACIONES

Usa reactivos ya disponibles en el
laboratorio

<$1

24 h Requiere incubacion de toda
la noche

Interpretacion subjetiva

Facil de montar

Falsos positivos con algunos Ente-
robacter spp que poseen AmpC y
alteraciones en las porinas. Falsos
negativos con carbapenemasas
NDM-1

Requiere reactivos especiales no
usados de rutina en el laboratorio
$2-10 por prueba

2 horas

Interpretacion subjetiva

Resultados rapidos

Detecta carbapenemasas en
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa y
Acinetobacter

Pobre sensibilidad para la deteccion
de carbapenemasas OXA-48

Usa reactivos ya disponibles en el
laboratorio

<$1 por prueba

24 h Requiere incubacion de toda
la noche

Interpretacion subjetiva pero menos
problematica

Buena sensibilidad para la deteccion
de carbapenemasas de las clases
A, B 'y D de Ambler en Enterobacte-
riaceae

Pobre sensibilidad y especificidad
para carbapenemasas en Acineto-
bacter

Fuente: CLSI Subcomité de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana (AST). CLSI Boletin de noticias. junio de 2017;2:17. Disponible en: https://clsi.org/

media/1869/ast_newsletter_sp3.pdf
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cién y la susceptibilidad antimicrobiana (CMI) de las
55 cepas fue mediante el sistema automatizado MicroS-
can WalkAway Plus (Siemens®).

Pruebas moleculares: Se utilizé la técnica de PCR con-
vencional en las 55 cepas, realizando las etapas de ex-
traccién de ADN, amplificacién del gen blaNDM vy la
electroforesis en gel de agarosa.

Método modificado de inactivacién del carbapenémico
(mCIM)": Con un asa microbiolégica estéril y descar-
table de 1pL, se cogié6 la bacteria a estudiar de un cul-
tivo fresco en agar Mueller Hinton (MHA), la asada se
transfirié a un tubo con 2 mL de caldo tripticasa soya
(TSB) mezclando la suspensiéon en Vértex . Se adicio-
n6 un disco de meropenem de 10pg a esta suspensién.
La suspensién de TSB conteniendo el disco, se incubé
por 4 horas de 37°C en ambiente de aire con la finali-
dad de que en caso la bacteria en estudio sea una pro-
ductora de carbapenemasas, el carbapenem en el disco
sea hidrolizado. A continuacién antes de cumplir las 4
horas de incubacién, se preparé una suspensién de 0.5
McFarland de Escherichia coli ATCC 25922, la cual se
inoculé en una placa de agar Mueller Hinton (MHA)

Figura 1. Halo 6 mm = mCIM Positivo

siguiendo el procedimiento para disco difusién como se
describe en el CLSI M02. Una vez concluidas las 4 ho-
ras, se procedi6 a remover el disco del TSB usando un
asa de 10 pL eliminando el exceso de liquido del mismo.
El disco de meropenem, se coloc inmediatamente en la
placa del MHA que fue inoculada con Escherichia coli
ATCC25922. Seguidamente se incubd la placa a 37°C
en ambiente de aire. Después de 24 horas de incuba-
cién, se midié el halo de inhibicién alrededor del disco
de meropenem.

RESULTADOS

El mCIM en Klebsiella pneumoniae tipo NDM demos-
tr6 una sensibilidad y especificidad del 100% y kappa de
1 comparado con la técnica de PCR considerada como
la prueba “Gold Standard”. Las lecturas se interpretaron
como carbapenemasa positiva cuando el disco present6
un halo de 6 mm (Fig. 1), esto se observé en todas las
cepas de Klebsiella pneumoniae tipo NDM. Por otro lado,
se interpretaron como carbapenemasa negativa cuando el
disco presenté un halo igual o mayor a 19 mm (Fig. 2)

(Tablas 2-4).

Figura 2. Halo 20 mm = mCIM Negativo

Tabla 2. Tabla de contingencia del Método mCIM para deteccién de carbapenemasas tipo NDM en Klebsiella pneumoniae

95% de intervalo de confianza

Parametro Calculo

Inferior Superior
Kappa 1,000 1,000 1,000
N de casos validos 55 55 55

Tabla 3. Determinacién del nivel de concordancia (indice Kappa) del Método mCIM para deteccién de carbapenemasas tipo NDM en
Klebsiella pneumoniae con respecto a la prueba PCR “Gold Standard”

PCR-NDM
Total
Negativo Positivo
Negativo 15 0 15
mCIM
Positivo 0 40 40
Total 15 40 55
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Tabla 4. Valoracion del coeficiente kappa

Coeficiente
kappa

Fuerza de la concordancia

0,00

0,01-0,20
0,21-0,40
0,41-0,60
0,61-0,80
0,81-1,00

Pobre (Poor)

Leve (Slight)

Aceptable (Fair)
Moderada (Moderate)
Considerable (Substantial)

Casi perfecta (Almost perfect)

Fuente: Evaluacion de la concordancia inter-observador en investigacion pediatrica: Coeficiente

de Kappa (Cerda y Villarroel, 2008)

DISCUSION

En el presente estudio, el mCIM demostré la deteccién
de carbapenemasas NDM en Klebsiella pneumoniae,
presentado una sensibilidad y especificidad del 100%,
demostrando alta concordancia con el método PCR,
que es el método “Gold Standard”. El mCIM demostré
ser un método sencillo, confiable, reproducible, econé-
mico y fécil de realizar e interpretar.

Meier M. y Hamprecht A.", en el 2019, reportaron un
estudio en el que compararon sistemdticamente cuatro
métodos (Carba NP test, 3 Carba test, NeoRapid Carb,
mCIM) para la deteccién de enterobacterias producto-
ras de carbapenemasas a partir de frascos de cultivos de
sangre, siguiendo un protocolo de hemdlisis. Los cuatro
métodos demostraron buena deteccién de enterobacte-
rias productoras de carbapenemasas. El mCIM con al-
gunas variaciones ajustadas al estudio, no reporté falsos
positivos y se obtuvo para este método una sensibilidad
y especificidad del 100%, resultado que concuerda con
los resultados del presente estudio.

Yu B. etal ', en el 2018 publicaron un estudio don-
de evaluaron el mCIM para corroborar la sospecha de
carbapenemasas en Enterobacterias de aislamientos
clinicos. Se recolectaron 145 cepas de cuatro hospita-
les en China, identificadas por sistema automatizado y
presencia de genes de carbapenemasas confirmado por
el método PCR. El estudio indicé que el mCIM es un
método simple y efectivo para identificar a Enterobacte-
rias productoras de carbapenemasas; caracteristicas que
se comprobaron en el presente estudio.

En un estudio realizado en el 2017, Pragasam A. et.al.”
reportaron que con Rapidec Carba NP se detecté el 90%
de bacterias productoras de carbapenemasas; mientras
que, con mCIM se detecté el 99% de los aislamientos
analizados. Rapidec Carba NP es una prueba rdpida, de-
tecta carbapenemasas en menos de 2 horas siendo una
de sus fortalezas, pero la sensibilidad se reduce para la
deteccién de carbapenemasas blaOxa-48; mientras que,
el método mCIM es altamente sensible para la deteccion
de esta enzima. La fortaleza del mCIM fue su alta sen-
sibilidad y especificidad (>99% y 99%) y su limitacién
fue el tiempo transcurrido (24 horas) para la deteccion
de carbapenemasas; ratificamos este resultado en nues-
tro estudio, en cuanto a alta sensibilidad y especificidad.

Sin embargo, el tiempo empleado en el desempefio del
método no deja de ser oportuno en comparacién con
otras metodologfas.

Concordamos con Kotb y Mowafy* que, el mCIM
para la identificacién de enterobacterias productoras de
carbapenemasas es relativamente simple y econdémico;
adicionalmente a lo indicado, Meier M y Hamprecht
A"y Gauthier L. et.al.?' mencionaron que es un méto-
do preciso y reproducible donde los sistemas automati-
zados no estdn disponibles®.

CONCLUSIONES

Se recomienda a los laboratorios hospitalarios, la imple-
mentacién del método modificado de inactivacién del
carbapenémico o mCIM para deteccién de produccion
de carbapenemasas tipo NDM en Klebsiella pneumoniae
como método rdpido, fécil, de bajo costo y de deteccion
oportuna para control y prevencién de diseminacion
hospitalaria de estas bacterias y la informacién en breve
tiempo, para que el clinico elija, entre las pocas opcio-
nes, la mejor terapia antibidtica para pacientes infecta-
dos, con la finalidad de disminuir la tasa de morbilidad
y mortalidad.
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