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Resumen

Klebsiella pneumoniae es un importante patdégeno oportunista que produce principalmente
brotes en instituciones de salud; cuando adquiere la capacidad de producir carbapenemasas, se
hace resistente a los betalactamicos, asi como a otros grupos de antimicrobianos como quinolonas
y aminoglicésidos. El objetivo de este trabajo es determinar la presencia de cepas de K. pneumoniae
productoras de carbapenemasa del tipo KPC, en aislados clinicos de pacientes internados en tres
unidades de cuidados intensivos de una instituciéon de salud. Se estudiaron todas las cepas de K.
pneumoniae aisladas de los cultivos de rutina realizados a los pacientes recluidos en las tres unidades
a estudiar, la identificacion se realizd6 mediante el equipo automatizado Vitek 2C, las pruebas de
susceptibilidad se realizaron por el método de Bauer-Kirby y la deteccion de carbapenemasas tipo KPC
se hizo mediante el test de Hodge modificado, CIM a imipenem y meropenem y amplificacion del gen
blaKPC. Los resultados obtenidos indican una elevada prevalencia de carbapenemasas tipo KPC en la
institucion estudiada, se observé un marcado patréon de multiresistencia en las cepas productoras de
carbapenemasa tipo KPC; se recomienda realizar estudios que permitan conocer la epidemiologia y
transmision de este mecanismo de resistencia dentro de la institucion.
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Abstract

Klebsiella pneumoniae is an important opportunist pathogen that mainly cause outbreaks in
health institutions, when it acquires the ability to produce carbapenemase, becomes resistant to
betalactamics and other groups of antimicrobials as quinolones and aminoglycosides. The aim of this
study was to determine the presence of K. pneumoniae strains producing KPC type carbapenemase
in clinical isolates of hospitalized patients from three intensive care units of a health institution. All
K. pneumoniae strains isolated from routine cultures performed to patients held in the three units
were studied, identification was performed by automated equipment Vitek 2C, susceptibility tests
were made by Bauer -Kirby method and detection of KPC carbapenemase was done by the modified
Hodge test, imipenem and meropenem MIC and blaKPC gene amplification. The results indicate a
high prevalence of KPC carbapenemase in the institution, a marked pattern of multidrug resistance
was observed in the KPC carbapenemase producing strains, it is recommended to carry out studies to
understand the epidemiology and transmission of this resistance mechanism within the institution.

Key words: Klebsiella pneumoniae; KPC carbapenemase; ICU.

Introduccion

Klebsiella pneumoniae, se  encuentra
como microorganismo saprofito en el
hombre y otros mamiferos, coloniza el tracto
gastrointestinal, la piel y la nasofaringe; asi
como también puede encontrarse en el ambiente
(agua y suelos). En el pasado fue considerado
un agente importante de neumonia adquirida
en la comunidad. A principio de los afos 70,
el espectro y epidemiologia de las infecciones
causadas por K. pneumoniae cambio
drasticamente, cuando el microorganismo
se estableci6 en el ambiente hospitalario y se
convirti6 en la principal causa de infecciones
nosocomiales (1). Desde entonces hasta la
actualidad K. pneumoniae, ha sido considerado
un importante patégeno nosocomial que causa
epidemias y brotes en todo el mundo (2-6). Las
infecciones causadas por este microorganismo
son severas y tienen una tasa de letalidad
de aproximadamente 35%, por lo que se le
considera una amenaza clinica y de salud
publica (5,7-10).

Las carbapenemasas tipo KPC en
Klebsiella pneumoniae, son betalactamasas
capaces de hidrolizar todos los antibidticos
betalactamicos conocidos (11). Estas cepas se
asocian generalmente a brotes nosocomiales
(12-15) y presentan multiresistencia a los
antibioticos mas utilizados en la terapéutica
(16,17). Los pacientes mas afectados son los
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debilitados o inmunocomprometidos con
larga estancia hospitalaria, estos factores
incrementan la mortalidad, que va de 24-70%
dependiendo del estudio (18-21).

El objetivo de este trabajo es determinarla
presencia y distribucion de cepas de Klebsiella
pneumoniae productoras de carbapenemasa
tipo KPC en las unidades de cuidados intensivos
de una institucion de salud.

Materiales y Métodos

Se estudiaron los cultivos bacteriol6gicos
realizados de rutina a los pacientes internados
en las unidades de cuidados intensivos de
una institucion de salud, siendo los servicios
estudiados: unidad de cuidados intensivos de
adultos (UCIA), unidad de cuidados intensivos
de pediatria (UCIP) y el servicio de neonatologia
(NEO).

Para la toma de muestras se siguieron
las recomendaciones estandarizadas por la
Sociedad Americana de Microbiologia (22).
Se aceptaron para el estudio todos los cultivos
de pacientes hospitalizados en los servicios
anteriormente mencionados, sin importar el
tipo de muestra, edad o sexo del paciente. Toda
cepa de K. pneumoniae aislada de los cultivos
bacteriologicos realizados a estos pacientes fue
considerada para el estudio. El aislamiento,
identificaciéon, pruebas de susceptibilidad, asi
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como las pruebas moleculares se realizaron
en el Centro de Referencia Bacteriologica del
Hospital Universitario de Maracaibo.

Para la identificacion de las cepas de K.
pneumoniae se utilizo el equipo automatizado
Vitek 2C (Biomerieux, Francia); las pruebas
de susceptibilidad se realizaron mediante
el método de Bauer y Kirby (23) y para la
interpretacion de las mismas se utilizaron los
criterios del Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI) (24).

Una vez identificada la cepa como K.
pneumoniae, se realizaron las pruebas de
susceptibilidad mediante el método del disco,
siguiendo los lineamientos del CLSI (24),
se probaron los siguientes antimicrobianos;
ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico,
piperacilina/tazobactam, ceftazidima,
ceftriaxona, cefotaxima, cefepime, cefoxitina,
aztreonam, ertapenem, imipenem, meropenem,
amikacina, gentamicina, ciprofloxacina,
levofloxacina, trimetoprim/sulfametoxazol,
minociclina y tigeciclina.

Las cepas que resultaron resistentes
a alguno de los carbapenemas o las que
mostraban un halo de inhibicién para
imipenem o0 meropenem < 21 mm Se
consideraron sospechosas de la produccion
de carbapenemasa tipo KPC. A estas cepas
sospechosas se les confirmé la produccion de la
enzima mediante el test de Hodge Modificado,
determinacion de la concentracion inhibitoria
minima (CIM) a imipenem y meropenem por
E-Test; sinergia con &cido fenilborénico y
amplificacion del gen bla, . mediante reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR).

Test de Hodge Modificado: se prepard
una suspension estandarizada al 0,5 de la escala
de McFarland de una cepa de E. coli ATCC
25922 (cepa testigo). Con una dilucién 1:10 de
esta suspension, se inoculé una placa de agar
Miieller-Hinton (MH) y se coloco en el centro
de la placa un disco de ertapenem de 10ug,
luego se realiz6 una estria de la cepa sospechosa
desde el borde del disco hacia la periferia de la
placa. Posteriormente, se incub6 a 35-37°C de
18 a 24 horas en aerobiosis. La lectura de la
prueba se realizo observando el sitio donde se
cruza el halo de inhibicion de la cepa testigo con
la cepa sospechosa, si se observa un crecimiento
favorecido hacia el disco se considera la prueba
positiva (25).

Perozo et al.

CIM a imipenem y meropenem: se realizo
mediante el método de E-Test (Biomerieux,
Francia), para ello se prepar6 una suspension
equivalente al estandar 0,5 de la escala de
McFarland a partir de un cultivo joven de la
cepa sospechosa. Luego se inoculd con esta
cepa, una placa de agar MH y se colocaron las
tiras de imipenem y meropenem, se incub6 a
35-37°C por 18-24 horas en aerobiosis. Para la
lectura se tomo el valor de la CIM en el punto
donde la elipse de crecimiento corta la escala
numérica de la tira de E-Test.

Test de Sinergia con Acido Fenilbor6nico
(APB): para esta prueba se prepar6 un in6culo
estandarizado de la cepa en estudio como en los
casos anteriores, se inocul6 una placa de agar
MH y se coloco en el centro un disco con 300ug
de APB, luego se coloco de un lado un disco de
meropenem y del otro uno de ertapenem, a una
distancia de 10 mm; se incub6 a 35-37°C de
18-24 en aerobiosis, la presencia de un efecto
sinérgico entre los discos de carbapenemas con
el disco central de APB indica la presencia de
una carbapenemasa.

Detecciondelgenbla,, : paralaextraccion
del ADN bacteriano se utlfIZO el método de
ebulliciéon (26), se tomaron con ayuda de un
asa estéril unas colonias de un cultivo joven de
18- 24 horas dispuestas en agar tripticasa soya
y se introdujeron a un tubo Eppendorf estéril
con 100 ul de agua molecular esterilizada en el
autoclave con el fin de obtener una suspension
homogénea, esta suspension se calenté a 100
°C por 15 minutos y después se afiadieron 900
ul de agua molecular estéril y se centrifugd por
15 minutos a 12.000 rpm. El sobrenadante,
conteniendo la suspensiéon de ADN, se recolect6
en otro tubo Eppendorf estéril y se almacend a
-20°C hasta el momento de la amplificacion.

El gen blaKPC, fue amplificado, mediante
el uso de los siguientes cebadores o prlmers F
“5”-TGT CAC TGT ATC GCC GTC- 3"y R “5”-
CTC AGT GCT CTA CAG AAA ACC- 3”7 (6).
Para la amplificaciéon se utiliz6 un volumen
final de 100 pul de mezcla de reaccion, la cual
contiene 0,5 uM de cada primer; 250 uM de
cada desoxiribonucleotido trifosfato; 2mM de
MgCl2y 2,5 Ude ADN Taq polimerasa en buffer
de reaccion 1x proporcionado por el fabricante
(PROMEGA®). La reaccion se amplifico en
un termociclador PTC-100 MJ-Reserch®. Los
parametros de los ciclos fueron: 5 minutos a
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95°C,seguidospor3;sciclosdedesnaturalizacion
a 95°C por 1 minuto, anillamiento a 58°C por
30 segundos y extension a 72°C por 1 minuto
y 30 segundos. La amplificacion del PCR fue
finalizada por un ciclo de extension final a 72°C
por 10 minutos

Para la visualizacion del gel se realizd
una electroforesis en gel de agarosa al 1% en
buffer TBE 1X, con un voltaje de 80 V. Luego
se coloreo el gel con bromuro de etidio 10ug/
ml, y se visualiz6é en un transiluminador de luz
UV. La presencia del gen bla,, ., se evidencio
mediante un amplificado de aproximadamente
1000pb. Adicionalmente, para validar las
corridas de PCR, se corrieron controles, los
cuales contenian todos los componentes del
PCR con el ADN de una cepa control negativa
CRB-1769-09 y un control positivo CRB-1549-
09, esto con la finalidad de demostrar tanto
la ausencia de bandas en el gel de agarosa
(control negativo) como la presencia de las
mismas (control positivo). Para determinar la
asociacion o independencia entre las diferentes
variables estudiadas se utilizo como estadistico
de prueba el Chi cuadrado.

Resultados

Se estudi6 un total de 298 cepas de K.
pneumoniae, 160 aisladas de pacientes de UCIA,
44 de NEO y 94 de UCIP. Cuando se realizo el
antibiograma por difusion del disco, 175 cepas
tuvieron un halo de inhibicién a imipenem y
meropenem por debajo de 21 mm, con un rango
de 6mm a 20 mm y un promedio de 14mm. De
estas 175 cepas positivas solo 148 cepas fueron
positivas al test de Hodge modificado y la CIM
a imipenem y meropenem fue > 32ug/mlL,
el resto (27 aislados) fueron negativos para el
test de Hodge y tuvieron un valor de CIM entre
0,5-2ug/mL. Los resultados de estas pruebas
fueron confirmados posteriormente mediante
la amplificacion del gen bla,,. por reaccion
en cadena de la polimerasa. ¢ las 175 cepas
sospechosas por el método del disco, 148 dieron
positivos el test de Hodge y presentaron una
CIM >32ug/mlL, estas resultaron positivas para
el gen bla,, , mientras que las 27 que fueron test
de Hodge posmvo y la CIM se ubicé entre 0,2y
2g/mL, fueron negativas para la presencia 'del
gen bla., Porotra parte, las 27 cepas negativas
para el *est de Hodge no amplificaron para el
gen bla,,
CFlgura 1 muestra la distribuciéon de
cepas productoras de carbapenemasa tipo
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KPC en cada servicio estudiado. NEO fue
el servicio con el mas elevado porcentaje
de aislamiento (63,64%), seguido de UCIP
(51,06%) y UCIA (45,00%); sin embargo, no
se comprob6 asociacion entre la produccion
de carbapenemasa tipo KPC y un servicio en
particular (p > 0,05).

100%
90%
BO%
70%
60%

50%

Figura 1 Distribucion de la Producciéon de
Carbapenemasa tipo KPC en los
Aislados de K. pneumoniae de los

Diferentes Servicios Estudiados

La Tabla 1 muestra la distribucion de la
produccion de carbapenemasa tipo KPC de
acuerdo al sexo del paciente y se observa un
predominio de cepas KPC positivas en aislados
del sexo femenino en los servicios estudiados,
sin embargo, al realizar la prueba de asociacion

Tabla 1. Distribucion de la produccion de
carbapenemasas tipo KPC segin
sexo y servicio del paciente.

Servicio Masculino Femenino

KPC + KPC - KPC + KPC -

Ne % No % No % No %

UCIA 45 4245 61 57,55 27 50,00 27 50,00
NEO 12 52,17 11 47,83 16 76,19 5 23,81
ucre 14 4242 19 5758 34 5574 27 44,26

esta fue no significativa (p > 0,05).

Al analizar los patrones de resistencia
a los agentes antimicrobianos, en las cepas
productoras de carbapenemasa tipo KPC
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(Tabla 2), se observa un marcado patréon
de multiresistencia, no solo a los agentes
betalactamicos, sino también a otros grupos
de antimicrobianos como aminoglicosidos
y quinolonas. También se observa que
antimicrobianos pertenecientes al grupo
de las tetraciclinas como minociclina y
tigeciclina presenta un porcentaje bastante
bajo de resistencia. Es importante destacar
la disociacion presente entre los dos
aminoglicosidos  probados,  Gentamicina
y Amikacina, esto sugiere la presencia de
un mecanismo enzimatico de resistencia,
probablemente una acetilasa del tipo AAC-6"

(27).

Tabla 2. Porcentajes de resistencia a los antimi-
crobianos probados de las cepas pro-
ductoras de carbapenemasa tipo KPC

L. . Servicios
Antimicrobiano
UCIA NEO UCIP
Ampicilina 100,00 100,00 100,00
Amoxicilina/Acido
PR 100,00 100,00 97,67
clavuldnico

Piperacilina/Tazobactam 100,00 100,00 100,00

Ceftazidima 100,00 100,00 100,00
Ceftriaxona 100,00 100,00 100,00
Cefotaxima 100,00 100,00 100,00
Cefepima 100,00 100,00 100,00
Cefoxitina 100,00 100,00 100,00
Aztreonam 100,00 100,00 100,00
Ertapenem 97,06 100,00 100,00
Imipenem 89,23 92,31 100,00
Meropenem 88,89 96,15 97,73
Amicacina 50,70 88,89 86,96
Gentamicina 42,25 51,85 54,35
Ciprofloxacina 87,50 70,37 66,67
Levofloxacina 100,00 18,18 45,45
Minociclina 16,07 9,09 8,82
Tigeciclina 10,77 0,00 5,26
Discusion

Esta investigacion no esta disefiada
para evaluar la efectividad de los diferentes
métodos  fenotipicos  utilizados  para
determinar la produccién de carbapenemasa

Perozo et al.

tipo KPC, sin embargo, se puede observar
una alta concordancia entre los diferentes
métodos fenotipicos empleados con el
método considerado como referencia (PCR).
Se ha demostrado que, la utilizacion de
varios métodos o combinacién de estos,
mejora significativamente la sensibilidad y
especificidad en la deteccion de este mecanismo
de resistencia (28).

Al comparar los resultados de los
métodos fenotipicos con los resultados del PCR,
podemos establecer que el método del disco no
es el mas adecuado para la deteccion de este
mecanismo de resistencia cuando se utilizan
discos de imipenem o meropenem, diferentes
investigaciones sugieren el uso de discos de
ertapenem, ya que han demostrado ser méas
sensibles en la deteccion de este mecanismo de
resistencia, con el inconveniente de disminuir
la especificidad, ya que pueden dar falsos
positivos en presencia de otros mecanismos
como son la producciéon betalactamasas de
espectro extendido y betalactamasas del tipo
Amp-C (28,29). En este estudio no fue posible
probar el disco de ertapenem por no estar
disponible en el mercado para el momento
de la realizacion del trabajo. Por otra parte, el
test de Hodge modificado y la determinacion
de la CIM a imipenem y meropenem si fueron
muy buenos predictores de la presencia de una
carbapenemasa del tipo KPC en los aislados
clinicos estudiados, diferentes estudios
demuestran esta afirmacion, por lo que se
recomienda su utilizacion cuando se sospeche
delapresencia de este mecanismo de resistencia
(28,30).

En cuanto a la distribucién de las cepas
productoras de carbapenemasa tipo KPC en los
diferentes servicios estudiados, el servicio de
neonatologia presento6 la incidencia més elevada
(63,64%), seguido de UCIP (51,06%) y UCIA
(45,00%); esto podria indicar una aparente
predisposicion del mecanismo de resistencia
hacia la poblaciéon pediatrica; sin embargo, no
se comprobd asociacion entre la produccién
de carbapenemasa tipo KPC y un servicio en
particular (p > 0,05). Una posible explicacion de
la mayor incidencia de los servicios pediatricos
podria ser la inmadurez del sistema inmune,
la carencia de una microbiota normal bien
establecida (especialmente de los neonatos),
asi como otros factores predisponentes que
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facilitan la adquisicion de microorganismos con
este mecanismo de resistencia en esta poblacion
susceptible.

En cuanto aladistribucion del mecanismo
de resistencia de acuerdo al sexo del paciente,
no se encontr6 una asociacion estadistica (p >
0,05) entre el sexo del paciente y la produccion
de carbapenemasa tipo KPC.

Al analizar los patrones de susceptibilidad
y resistencia a los agentes antimicrobianos, se
observa una marcada multiresistencia en todos
los aislados estudiados, no observandose una
diferencia significativa (p > 0,05) entre los
diferentes servicios analizados. En general, las
cepas fueron resistentes a todos los agentes
betalactamicos, incluyendo ademas otros
antimicrobianos no relacionados quimicamente
con este grupo como son aminoglicosidos y
quinolonas. Diferentes estudios demuestran
que las cepas de K. pneumoniae productoras
de carbapenemasa del tipo KPC muestra
multiresistencia a las drogas, hallazgos que
concuerdan con los resultados obtenidos por
este estudio (6,14,31). Se observé una baja
resistencia a antimicrobianos del grupo de las
tetraciclinas como son tigeciclina y minociclina,
lo que concuerda con diferentes estudios donde
se indica el uso de tigeciclina como opciéon
terapéutica en el tratamiento de pacientes con
infecciones por microorganismos productores
de carbapenemasa tipo KPC (32-38).

Se observd una disociacion entre los
dos aminoglicésidos probados, Gentamicina y
Amikacina, detectandose un mayor porcentaje
de resistencia a Amikacina que a Gentamicina,
lo que sugiere la presencia de un mecanismo
enzimatico de resistencia, probablemente por
la presencia de una acetilasa del tipo AAC-6"
(27). En cuanto a la resistencia a quinolonas,
esta se asocia altamente con la presencia de
carbapenemasa KPC. Ambos mecanismos
son transferidos en el mismo plasmido; sin
embargo, la presencia de la enzima AAC-6",
recientemente se ha implicado en la resistencia
a quinolonas, especificamente resistencia
a ciprofloxacina, esto podria explicar la
disociacion que se observa entre la resistencia
ciprofloxacina y levofloxacina, principalmente
en los servicios de pediatria (UCIP y NEO), ya
que esta enzima es capaz de afectar la actividad
de ciprofloxacina principalmente (39-42)

Mediante este estudio se puede concluir
que la ocurrencia de la produccién de
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carbapenemasa KPC en la institucion estudiada
es alta y se deben implementar las medidas
de control para disminuir la prevalencia
de este mecanismo de resistencia, como
son la aplicacion de las medidas primarias
de contencién, asi como el uso racional
de antibioticos. Por otra parte, se deben
implementar investigaciones que permitan
conocer la epidemiologia de este mecanismo
de resistencia dentro de la institucion,
incluyendo  estudios de epidemiologia
molecular que permitan determinar o no la
relacion clonal entre los diferentes aislados,
y de esta manera disefiar medidas especificas
de control. Los resultados de las pruebas de
susceptibilidad sugieren la presencia de una
enzima inactivadora de aminoglicosicos (AAC-
67), teniendo este mecanismo de resistencia
una gran importancia desde el punto de vista
epidemiolégico y de salud publica, ya que es
un mecanismo de resistencia importante y que
se transmite facilmente mediante plasmidos
especialmente en instituciones de salud, por
lo que se deberian desarrollar investigaciones
para determinar o no su presencia, asi como su
epidemiologia en la institucion.
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