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Resumen

Los antibidticos carbapenemes representan generalmente los tltimos recursos para el trata-
miento de infecciones asociadas a los servicios de salud producidas por bacterias Gram negativas
multiresistentes. Es preocupante que esta situacion esté siendo amenazada en todo el mundo por
la aparicion de cepas con resistencia a estos antibidticos debido a la produccion de Carbapenema-
sas. Observando este panorama, se caracterizaron tanto fenotipica como genotipicamente las ce-
pas de Enterobacteriaceae productoras de Carbapenemasas tipo KPC aisladas en un Hospital de la
region Zuliana, durante 2009 a 2013. Fueron detectadas 423 cepas de Enterobacteriaceae resis-
tentes a los carbapenemes debido a la produccion de estas enzimas (36,29%). Los pacientes mas
afectados fueron adultos de sexo masculino procedentes de la Unidad de Terapia Intensiva. El sitio
de colonizacién mas frecuente fue el tracto respiratorio, mientras que el estado de portador rectal
fue poco frecuente. Las KPC fueron detectadas principalmente en K. pneumoniae, K. oxytoca, E.
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coliy E. cloacae, siendo multidrogo-resistentes y extensamente drogo-resistentes. La mayoria de
los métodos fenotipicos utilizados permitieron confirmar la presencia de Carbapenemasas y la de-
teccion del gen blaxec confirmé que las carbapenemasas que circulan en cepas de Enterobacteria-
ceae de nuestra region son del tipo KPC.

Palabras clave: Enterobacteriaceae, carbapenemasas KPC, susceptibilidad, antibidticos.

Abstract

Carbapenems have generally been considered the pharmacotherapy of last resort for
managing infections associated with health services caused by multidrug-resistant gram-negative
bacteria. However, it is worrisome that this situation is being threatened worldwide with the
appearance of bacterial strains that resist these antibiotics due to the production of novel g-lacta-
mases with direct carbapenem-hydrolyzing activity (carbapenemases). This study was performed
to characterize KPC carbapenemase-producing Enterobacteriaceae isolated from a hospital in the
Zulia region during 2009-2013 in terms of their geno- and phenotypes. KPC carbapenemase
production was detected in 423 strains of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (36.29%).
The most affected patients were male adults from the intensive care unit. The most common site of
colonization was the respiratory tract, while rectal carrier status was rare. These KPC
carbapenemases were detected mainly in K. pneumoniae, K. oxytoca, E.coli and E. cloacae. Most
isolates showed multidrug-resistance and an extensively drug-resistant phenotype. The majority
of the phenotypic methods were effective for the detection of KPC producers in
Enterobacteriaceae isolates and the presence of blaxec gene confirmed that the Carbapenemase
circulating in Enterobacteriaceae strains in this region are the KPC type.

Key words: Enterobacteriaceae, KPC carbapenemase, antibiotic susceptibility.

Introduccion

Los antibioticos carbapenemes represen-
tan generalmente, los ultimos recursos para el
tratamiento de infecciones asociadas a los ser-
vicios de salud producidas por bacterias Gram
negativas multiresistentes, debido a su amplio
espectro de actividad y estabilidad frente a la
mayoria de las f-lactamasas. Es preocupante
que esta situacion esté siendo amenazada en
todo el mundo por la aparicion de cepas con re-
sistencia a estos antibiéticos (1).

La resistencia a los carbapenemes pue-
de involucrar varios mecanismos combina-
dos, siendo la produccién de S-lactamasas
con capacidad de hidrolizar especificamente
a los carbapenemes el mas prevalente (2).

Las Carbapenemasas representan la familia
mas versatil de S-lactamasas (4), dentro de
las cuales las KPC tienen el mayor potencial
para diseminacion debido a su localizacion
en plasmidos (5). Adicionalmente, los pato-
genos productores de carbapenemasas oca-
sionan infecciones dificiles de tratar y con al-
tas tasas de mortalidad debido a la resisten-
cia a multiples antibiéticos (1), por lo que el
conocimiento epidemioldgico local y 1a carac-
terizacion de la resistencia se han convertido
en una necesidad imperiosa para seleccionar
las medidas adecuadas y definir terapias em-
piricas en hospitales (5). Observando este pa-
norama, se decidié caracterizar fenotipica y
genotipicamente las cepas de Enterobacte-
riaceae productoras de Carbapenemasas
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(EPC) tipo KPC aisladas de pacientes de una
institucion hospitalaria de la region Zuliana,
Venezuela.

Material y Método

Se realiz6 una investigacion descriptiva,
transversal, no experimental (6). Por tratarse
de un estudio cualitativo con una poblacion
infinita, se aplico la formula descrita por Da-
niel (7) para calcular el tamafio de la muestra,
por lo que se seleccionaron para su caracteri-
zacion fenotipica y genotipica 126 cepas de
Enterobacteriaceae resistentes a los Carba-
penemes aisladas de diferentes cultivos en un
Hospital de Maracaibo, durante el periodo
comprendido entre enero de 2009 hasta di-
ciembre de 2013.

Aislamiento e identificacion de cepas de
Enterobacteriaceae: las muestras de los pa-
cientes fueron procesadas de acuerdo a los
procedimientos de microbiologia clinica des-
critos por la Sociedad Americana de Micro-
biologia (8). La identificacion a nivel de espe-
cies de los miembros de la familia Enterobac-
teriaceae se confirmo siguiendo el esquema
diagnostico propuesto por Farmer y col. (9),
Nataro y col. (10) y Abbott (11).

Caracterizacion fenotipica de la resis-
tencia a Carbapenemes: la determinacion de
la resistencia a los antibioticos se realiz6 por
el método de difusion con discos en agar des-
crito por Baiier-Kirby (12), siguiendo las re-
comendaciones del Instituto parala Estanda-
rizacién de los Laboratorios Clinicos, segiin
sus siglas en inglés CLSI (13). Para la detec-
cion de produccion de carbapenemasas se
han propuesto una serie de ensayos no mole-
culares, dentro de los cuales se encuentra la
sinergia de doble disco entre acido clavulani-
co o tazobactam y cualquier carbapenem
(14). Ademaés, para mejorar la confirmacion
de carbapenemasas, se han estandarizado

Kasmera 42(2): 89 - 104, 2014

varias estrategias con la adicion de inhibido-
res reversibles de enzimas clase C, como clo-
xacilina, oxacilina y 4cido borénico. Los deri-
vados del acido borénico, pero no de oxacili-
na, inhiben enzimas KPC y al resto de los
miembros de la familia de carbapenemasas
clase A. El uso de métodos basados en estos
inhibidores resulta en reducciones significa-
tivas de los resultados falsos positivos, ade-
maés de la distincion de cepas productoras de
carbapenemasas clase A de aquellas cepas
productoras de otras clases de carbapenema-
sas (15). En la presente investigacion, la de-
teccion fenotipica de la produccion de Carba-
penemasas tipo KPC se realiz6 a través del
Método de discos combinados, utilizando
discos de amoxicilina/acido clavulanico (10
ug) y acido boroénico (300 ug) a una distancia
maxima de 15 mm entre los discos de mero-
penem, imipenem o ertapenem, de tal forma
que el sinergismo sugirio la presencia de en-
zimas carbapenemasas tipo KPC (14,16). Por
otra parte, en el presente estudio se realizo el
ensayo de Hodge modificado (MHT) para la
deteccion de produccion de Carbapenemasas
(13), el cual puede ayudar en la confirmacion
de la presencia de estas enzimas, pero no de-
tecta exclusivamente el tipo KPC (14). La pro-
duccion de la enzima es detectada cuando la
cepa problema permite el crecimiento de una
cepa susceptible a los carbapenemes (E. coli
ATCC 25922) hacia un disco de carbapenem
(incremento del crecimiento), resultando
una hoja de trébol caracteristica.

Deteccion de colonizacion de EPC en
personal de salud y ambiente: la deteccion
de colonizacion rectal y respiratoria de EPC
en el personal de salud y en muestras am-
bientales se realiz6 impregnando el hisopo
con la muestra en 5 mL de caldo soya triptica-
sa conteniendo un disco de 10 pug de un carba-
peneme. Ademas, se inoculé un caldo soya
tripticasa con 0,5 mL de una suspension de
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1x105 ufc/mL de un aislamiento conocido
productor de carbapenemasa como control
de calidad (CRB-1549-09). Después de incu-
bacion en aerobiosis durante toda la noche a
35 £ 2°C, se mezcl6 y subcultivaron 100 pL
en agar MacConkey, buscando después de
18-24 h de incubacion a 35 + 2°C, colonias
fermentadoras o no de la lactosa (17).
Deteccion genotipica de la produccion
de Carbapenemesas tipo KPC: las técnicas
moleculares contintan siendo el “gold stan-
dard” para la identificacion precisa de los ge-
nes de carbapenemasas. Las principales des-
ventajas de la tecnologia molecular son el
costo, el requerimiento de microbi6logos en-
trenados y la incapacidad de detectar genes
nuevos no identificados (18). En la presente
investigacion se utiliz6 un método de lisis al-
calina de extraccion rapida, para lo cual se
sembro el microorganismo en estudio en una
placa de agar sangre y se incub6 de 18 a 24
horas a 35°C + 1°C en aerobiosis. Posterior-
mente, se tomaron con ayuda de un asa esté-
ril 10 colonias que fueron resuspendidas en
un tubo eppendorf de 1,5 ml conteniendo
400 pl de buffer de lisis (1omM Tris HCI [pH
8,0]; 1imM EDTA [pH 8,0]). Luego se agrega-
ron 40 ul de SDS al 10% y 10ul de proteinasa
K (250ng/pl) y se incub6 por 1 hora a 50°C;
transcurrido el tiempo de incubacién, se
agregaron 4o00ul de una mezcla 1:1 de fe-
nol/cloroformo, se mezcl6 bien en vortex y se
centrifugo a 14.000 rpm durante 10 minutos,
se separaron la fase acuosa y se trasvasaron a
un nuevo tubo eppendorf. Posteriormente, se
agreg6 1 ml de etanol absoluto y se precipito
todala noche a -20°C; al dia siguiente se cen-
trifugd durante 20 minutos a 14.000 rpmy se
descartd el sobrenadante por inversion para
luego agregar 4ooul de etanol al 70%, centri-
fugar durante 5 minutos a 14.000 rpm, de-
cantar el etanol por inversion, dejar secar al
aire el tubo abierto sobre una servilleta por
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30 minutos; luego, el sedimento fue resus-
pendido con 50 ul de buffer TE (10mM Tris
HCIl pH 8; 1imM EDTA pH 8) y se guard6 en
congelacion a -20°C hasta el momento de la
amplificacion (19).

Se utilizo la técnica de Reaccion en cade-
na de la polimerasa (PCR) para amplificar las
secuencias completas del gen blakecF y
blaxecR, con los primers oligonucledtidos F 5'-
TGT CAC TGT ATC GCC GTC-3’ y R 5-CTC
AGT GCT CTA CAG AAA ACC-3’. Para la am-
plificaciéon se utilizaron 100ul de un volumen
total de mezcla de reaccion que contiene:
0,5uM de cada primer; 200uM de cada ANTP;
2mM de MgCl. y 2,5 U de ADN Taq Polimerasa
en buffer de reaccion 1X proporcionado por el
fabricante (PROMEGA®). Las mezclas de PCR
fueron sometidas a un ciclo térmico (5 minutos
a 95°C y 35 ciclos de 1 minuto a 95°C; 30 se-
gundos a 58°Cy extension a 72°C por 1 minuto
y 30 segundos). A continuacion, un ciclo de ex-
tension final en el termociclador a 72°C por 10
minutos. Después del tltimo ciclo los produc-
tos fueron conservados a 4°C (19).

La deteccién de amplificados se realizo
mediante una electroforesis con gel de agaro-
sa al 1% en TBE 0,5x. En el gel, se cargd un
control de peso molecular con bandas desde
100 bp hasta 1Kb y en el resto de los pocillos,
entre 10 y 20l del producto de PCR. Cuando
el frente de avance de las muestras llego6 al fi-
nal del gel, se apag6 la fuente de poder, se ex-
trajo el gel y se tifid con bromuro de etidio
(1pg/mL) durante 30 minutos. El gel para la
deteccién de amplificados se visualizé sobre
un transiluminador de luz ultravioleta. La
reaccion de amplificacion para blakrc se con-
sider6 positiva si se observo una banda tinica
de 1000bp (19).

Adicionalmente para validar las corri-
das de PCR, se corrieron controles, los cuales
contenian todos los componentes del PCR
con el ADN de una cepa control negativa
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CRB-1769-09 y un control positivo CRB-
1549-09, esto con la finalidad de demostrar
tanto la ausencia de la banda en el gel de aga-
rosa (control negativo) como la presencia de
la misma (control positivo).

El analisis estadistico se realizo utilizando
el paquete SPSS para Windows®), version 19.
Se determiné la prevalencia de cepas de Ente-
robacteriaceae resistentes a carbapenemes;
ademas, se realiz6 el anélisis descriptivo de las
variables en estudio. Para las variables cualita-
tivas, se utiliz6 el Chi cuadrado para determi-
nar la independencia entre el género, la edad y
los tipos de cultivos de muestras de pacientes
con la KPC. El nivel de significacion estadistica
se estableci6 para una p <0,05 con intervalos
de confianza del 95%.

Resultados

Durante un periodo de cinco (5) afios, se
procesaron un total de 24.589 cultivos para
analisis bacteriolégico, de los cuales 24.251
(98,63%) correspondieron a muestras clini-
cas de pacientes, 55 (0,22%) a hisopados de
superficies ambientales, 73 (0,30%) a hiso-
pados de manos del personal de salud y 210
(0,85%) a cultivos para deteccion de portado-
res respiratorios y fecales en el personal de
salud (Tabla 1). En el periodo de estudio fue-
ron aisladas 423 cepas de EPC tipo KPC a
partir de las muestras procesadas,obtenien-
do una prevalencia de 1,72% (423/24589).

Los mas altos porcentajes de EPC tipo
KPC se registraron principalmente en pa-
cientes del sexo masculino (55,83%;
225/403), adultos entre 31 y 59 afos
(31,76%; 128/403) y menores de 3 meses de
edad (30,02%; 121/403). Sin embargo, el
72,46% (292/403) de las EPC tipo KPC se
aislaron de pacientes adultos entre 18ay 9oa.
Al analizar por chi cuadrado el estado de por-
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tador y compararlo con el género de los parti-
cipantes, se obtuvo que las diferencias en-
contradas no son estadisticamente significa-
tivas (p<0,05), por lo que la tinica asociaci6on
existente entre estas dos circunstancias es el
azar. Por otra parte, al analizar por chi cua-
drado el estado de portador y compararlo con
la edad de los pacientes, no se obtuvo dife-
rencias significativas (p<0,05), por lo que el
hecho de tener una u otra edad no es favore-
cedor del estado de portador de cepas de
KPC.

De los 423 cultivos positivos para KPC, la
mayoria fueron secreciones traqueales (183/
423, 42,26%), seguidos de hemocultivos
(62/423, 14,66%) y 11,11% (47/423) de secre-
ciones de heridas. Es importante resaltar que
en el presente estudio el 48,17% de los pacien-
tes fueron  portadores  respiratorios
(197/409), mientras que el 4,16% fueron por-
tadores fecales (17/409). Ademas, estas cepas
KPC también fueron aisladas de hisopados de
superficies ambientales del hospital (14/423;
0,06%) (pisos, mesones, colchones, conexio-
nes del ventilador y oxigeno, incubadoras, te-
clado de computadora y dispensador de ja-
bon), hisopados de ufias y manos del personal
de salud (3/423; 0,01%) y a partir de exudado
faringeo del personal de salud que labora en la
institucion (3/423; 0,01%) (Tabla 1).

Por otra parte, las carbapenemasas KPC
fueron detectadas principalmente en Klebsiella
pneumoniae (75,41%), Klebsiella oxytoca
(8,51%), Escherichia coli (6,15%) y Enterobac-
ter cloacae (5,67%) (Tabla 2). Con respecto a la
distribucion de las Enterobacteriaceae KPC
aisladas segtin servicios del Hospital, el 70,69%
(299/423) de las cepas fueron aisladas de la
Unidad de Terapia Intensiva (UTI), mientras
que el 8,04% (34/423) fueron aisladas de Hos-
pitalizacion de Medicina Interna, el 6,62%
(28/423) de Pediatria; el 4,73% (20/423) de
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Tabla 1. Distribucién de cultivos procesados en el Laboratorio de Bacteriologia de un Hospital
de Maracaibo. Venezuela. Periodo 2009-2013.

Afio Cultivos

Tipos de cultivo 2009 2010 2011 2012 2013 Total KPC
positivos

Muestras clinicas 1132 5637 7538 6099 3845 24251(98,63%) 403 (1,64%)
de pacientes
Hisopados de Superficies 0] 41 1 11 2 55 (0,22%) 14 (0,06%)
Ambientales
Hisopados de Manos 0] 70 o) 2 1 73 (0,30%) 3 (0,01%)
del Personal de Salud
Exudado Faringeo Personal 59 87 0 0 0 146 (0,59%) 3 (0,01%)
de Salud
Coprocultivo Personal 14 50 0 0 0 64 (0,26%) o)
de Salud
Total 1205 5885 7539 6112 3848 24589 423 (1,72%)

Tabla 2. Distribucion de especies de Enterobacteriaceae productoras de Carbapenemasas KPC
aisladas de un Hospital de Maracaibo. Venezuela. Periodo 2009-2013.

Especies de 2009 2010 2011 2012 2013 Total
Enterobacteriaceae No %
KPC

K. pneumoniae 44 119 32 79 45 319 75,41
K. oxytoca 2 9 18 7 36 8,51
E. coli 1 8 4 13 26 6,15
E. cloacae 3 11 6 4 24 5,67
E. aerogenes 1 8 9 2,13
P. agglomerans 1 2 3 0,71
C. freundii 1 2 3 0,71
M. morganii 1 1 2 0,47
S. marcescens 1 1 0,24
Total 44 125 63 111 80 423 100

Neonatologia, 3,78% (16/423) de Observa-
cion adultos, 2,36% (10/423) tanto de Ciru-
gia como de Obstetricia y 1,42% (6/423) de
Trauma/Shock.

Es importante destacar que el 71,43%
(10/14) de las EPC tipo KPC que fueron aisla-
das en hisopados ambientales, eran provenien-

tesdela UTIyel 21,43% (3/14) de Neonatolo-
gia. Asimismo, éstas también fueron detecta-
das en las manos del personal de salud de
UTI y neonatologia con 66,7% y 33,3% res-
pectivamente. Mientras que el personal de
salud portador respiratorio de EPC fue s6lo
de UTL.
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Tabla 3. Resistencia a los antibioticos en especies de Enterobacteriaceae productoras de Carba-
penemasas tipo KPC aisladas de un Hospital de Maracaibo. Periodo 2009-2013.

Antibiodticos K. pneumoniae K. oxytoca E. coli E cloacae
Ampicilina 100 100 96,15 100
Amp/sulbactam 100 100 100 100
Amox/acido clav 99,26 96,55 94,74 100
Carbenicilina 100 100 100 100
Ticarcilina 100 100 100 100
Piperacilina 100 100 100 100
Pip/Tazobactam 100 100 100 100
Aztreonam 100 100 100 100
Imipenem 97,72 88,89 87,5 93,75
Meropenem 97,80 96,66 93,75 92,31
Ertapenem 97,56 100 100 100
Cefazolin 100 100 100 100
Cefamandol 100 100 100 100
Cefuroxime 100 100 100 100
Cefoxitin 93,46 85,71 84,62 94,12
Cefoperazona 99,09 90,57 93,10 100,00
Cefotaxime 100,00 100 100 93,75
Ceftazidima 97,65 100 94,44 100
Ceftriaxone 100 100 100 100
Cefepime 90,57 100 100 94,74
Cefpodoxime 100 100 100 100
Cloranfenicol 76,69 14,29 63,64 53,33
Amikacina 66,44 4,76 23,08 71,43
Gentamicina 70,09 19,05 100 100
Netilmicina 50,93 23,8 81,82 78,57
Tobramicina 97,15 45,45 100 100
Tetraciclina 81,05 11,11 85,71 91,66
Tigeciclina 33,18 16,66 36,36 55,55
Trimeto/sulfamet 86,82 21,05 88,24 75
Colistin 3,19 0 0

Polimixina B 3,19 0] o)

Nitrofurantoina 100 100 100 50
Acido Nalidixico 06,88 94,12 75 100
Ciprofloxacina 83,55 72,73 85,71 77,78
Levofloxacina 81,43 61,54 81,25 81,25
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La resistencia a los agentes antimicro-
bianos en las cepas de EPC tipo KPC aisla-
das se puede observar en la Tabla 3. Las ce-
pas de K. pneumoniae productoras de KPC
fueron altamente resistentes a todos los an-
tibioticos B-lactamicos (>90%). Igualmen-
te se observo alta resistencia (>70%) frente
al cloranfenicol (C), tetraciclina (Te), tri-
metoprim/sulfametoxazole (Sxt) y fluoro-
quinolonas; la resistencia a los aminoglu-
cosidos fue superior al 50%; el menor por-
centaje de resistencia se observo frente a ti-
geciclina (Tgc) y s6lo dos de las cepas aisla-
das mostraron resistencia a colistin (Cl),
tanto por el método del disco como por E-
test (48 ug/mkL), resultados que fueron con-
firmados en un Centro de Referencia de la
region. Por el contrario, las cepas de K.
oxytoca mostraron baja resistencia al C, Te,
Sxt y a los aminoglucosidos. La resistencia
a los antibidticos observada en E. coli y E.
cloacae fue similar a la de K. pneumoniae.
Las cepas de E. aerogenes mostraron alta
resistencia a todos los antibioticos
pB-lactamicos, baja resistencia al C (25%),
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Te (25%) y a algunos aminoglucosidos (Ak
50%, Gm 25%, Net 28,57%, Nn 42,86%) y
fueron susceptibles a las fluoroquinolo-
nas.Las cepas de P.agglomerans mostra-
ron alta resistencia a todos los antibio6ticos
B-lactamicos, C, Sxt y fluoroquinolonas
pero fueron susceptibles a los aminogluco-
sidos, Te y Tgc. Los aislamientos de C.
Jfreundii s6lo mostraron baja resistencia a
Net (33,33%) y susceptibilidad a Tgc y fluo-
roquinolonas, mientras que M. morganii
mostré susceptibilidad s6lo a C, aminoglu-
cosidos y fluoroquinolonas y S. marcescens
solo fue susceptible a C, Sxt y a las fluoro-
quinolonas.

La resistencia a los antibioticos debido a
producciéon de Carbapenemasas tipo KPC en
las cepas de Enterobacteriaceae aisladas du-
rante 5 anos en el Centro de Salud estudiado
fue de 36,29% (Figura 1).

En la presente investigacion, el gen
blaxpcfue detectado en todas las cepas de En-
terobacteriaceae productoras de Carbapene-
masas KPC correspondientes al tamano de la
muestra (Figura 2).
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Figura 1. Resistencia a los antibi6ticos debido a la produccién de Carbapenemasas KPC en Ente-
robacteriaceae aisladas de un Hospital de Maracaibo. Venezuela. 2009-2013.
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Figura 2. Electroforesis para deteccion del gen blaxkpc mediante PCR en cepas de
Enterobacteriaceae productoras de carbapenemasas aisladas de un Hospital de
Maracaibo. Venezuela. 2009-2013; en el carril 1 marcador de peso molecular, carril 2
control negativo, carril 3 control positivo y carriles 4-15 muestras aisladas de

pacientes.
Discusion

La primera K. pneumoniae productora
de KPC fue aislada en Carolina del Norte en
1996 y hasta el afio 2004 estas enzimas so6lo
se encontraron en Estados Unidos, siendo
descrito el primer brote fuera de América en
Tel Aviv, Israel en 2006. En Colombia, Chi-
na, Grecia, Brasil y Argentina solo reciente-
mente se han reportado casos aislados de
carbapenemasas tipo KPC (20).

En Venezuela, la resistencia conferida
por serino carbapenemasas en afos ante-
riores fue nula, ya que todos los estudios re-
flejaron 100% de sensibilidad a los carba-
penemes (21). No obstante, en el presente
estudio se encontr6 una prevalencia de EPC
tipo KPC de 1,72%, similar a la reportada
por otras investigaciones que refieren entre
1,2% vy 3,3% en diferentes ciudades de
EEUU y en Francia la prevalencia estimada
por un estudio estuvo entre 3y 5%. Sin em-
bargo, otros estudios en ambos paises han
obtenido prevalencias inferiores, desde
0,03% hasta 0,16% (20,22).
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Los resultados obtenidos en este estudio
demuestran, tal como sefiala Marcano y col.
(23), 2011 en un estudio realizado en Cara-
cas, Venezuela, en el cual detectaron 1,9% de
carbapenemasas tipo KPC en E. cloacae y K.
pneumoniae, cuan variante puede ser la si-
tuacion en diferentes periodos de tiempo, en
relacion con el uso de antibibticos y la apari-
cién de nuevos mecanismos de resistencia.
En Maracaibo, un estudio previo, realizado
en 2009, mostr6 una prevalencia de 3,65%
(24) y diversos Boletines en el Centro de Re-
ferencia Bacterioldgica del Servicio Auténo-
mo Hospital Universitario de Maracaibo
(CRB-SAHUM), también a partir de 2009,
han reportado resistencias debido a KPC des-
de 1,79% hasta 42,25% (25-28). Por lo tanto,
el problema ha comenzado a tener resultados
alarmantes tanto en Venezuela como en otros
paises. En China un estudio report6 32,6% de
EPC (29); mientras que el pais Europeo en el
cual se han reportado méas casos hasta el mo-
mento es Grecia, donde la situacién ha sido
descrita como endémica, con una resistencia
a los carbapenémicos en enterobacterias de
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46% (20,30). Es preocupante que los resulta-
dos obtenidos en la presente investigacion
sean superiores, ya que en K. pneumoniae el
mas alto porcentaje de resistencia debido a
producciéon de estas enzimas por afio fue
53%, mientras que en los aislamientos de E.
cloacae fue 71% y en K. oxytoca fue de 100%
(Figura 1).

En el presente estudio, las EPC fueron
principalmente aisladas a partir de secreciones
traqueales, resultados que pueden atribuirse a
que en las UTI, generalmente los pacientes es-
tan conectados a respiradores artificiales, por
lo que pueden presentar mayor riesgo de ad-
quirir infecciones respiratorias (31).

Es importante resaltar que en el pre-
sente estudio casi un 50% de los participan-
tes fueron portadores respiratorios y el
4,16% fueron portadores fecales; por lo que
se hace importante e imprescindible el con-
trol de estos portadores, debido a que cons-
tituyen una fuente importante de transmi-
sidn a otros pacientes que ingresan a la uni-
dad y al personal que labora en la misma.
También cabe destacar que las EPC tipo KPC
fueron aisladas del personal de salud que la-
bora y atiende a los pacientes de la UTI y
también a partir de muestras ambientales,
los cuales constituyen otras fuentes de dise-
minacién y transmision de las KPC. Los pa-
cientes con una colonizacion con KPC no re-
conocida seran reservorios para la transmi-
sién y brotes de la misma. Por lo tanto, ade-
mas de las practicas de control de infeccio-
nes, deben realizarse cultivos de vigilancia a
todos los pacientes internados en la misma
unidad donde se confirma la KPC. Adicio-
nalmente, todos los pacientes positivos de-
ben ser colocados en precauciones de con-
tactoy el control de los brotes puede ser difi-
cil si no hay una estricta adherencia a las
practicas de control de infecciones (32).
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Por otra parte, a nivel mundial se han
detectado carbapenemasas tipo KPC ademas
de en K. pneumoniae, en K.oxytoca, Serratia
spp., Enterobacter spp., Salmonella spp., C.
freundii, E. coli, S. marcescens y P. aerugi-
nosa (33), similar a lo obtenido en la presente
investigacion, donde estas enzimas fueron
detectadas en diversas especies de Entero-
bacteriaceae.

La alta resistencia a los carbapenemes
obtenida en el presente estudio es similar a la
descrita por otras investigaciones (34, 35).
Aungque el Etp no es el mejor sustrato hidroli-
zado, parece ser la mejor molécula para la de-
teccion de produccién de carbapenemasas en
la préctica rutinaria. Sin embargo, la resis-
tencia a Etp por si misma no es un marcador
de expresion de KPC, debido a que su resis-
tencia puede incrementarse por otros facto-
res, como la producciéon de BLEE y AmpC
asociada con defecto de la membrana exter-
na. Similar a lo obtenido en la presente inves-
tigacion, en otros estudios (36, 37) los aisla-
mientos productores de KPC mostraron los
més altos porcentajes de susceptibilidad
(100%) frente a Polimixina B (Pb) y Tgc y alta
resistencia a Ipm, Fep, Etp, Cro, Atm, Caz,
Fox y Cip; mientras que a diferencia de los re-
sultados del presente estudio, estas investi-
gaciones obtuvieron alta sensibilidad frente a
An y Mem. En otras investigaciones (33, 38)
los aislamientos fueron resistentes a todos
los antibioticos S-lactamicos ensayados, in-
cluyendo las combinaciones con acido clavu-
lanico y cloxacilina (inhibidores de
p-lactamasas clase A y C respectivamente);
excepto algunas cepas que permanecieron
susceptibles a aminoglucoésidos, fluoroqui-
nolonas y tetraciclinas, mientras que otras
cepas fueron resistentes a Nn, An y Cip, mos-
trando susceptibilidad a Tge, Gm y CL. En
Argentina fueron reportados aislamientos de
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K. pneumoniae y C. freundii productores de
KPC-2 con resistencia variable a los antibioti-
cos (39). Igualmente, las cepas de KPC aisla-
das en la presente investigacion mostraron
resistencia a los diferentes antimicrobianos
similares a los obtenidos por las contrapartes
aisladas en el CRB-SAHUM (25-28). Es im-
portante resaltar que desde su aparicion en el
2009, se han evidenciado cambios en la sus-
ceptibilidad a los antibi6ticos de las cepas
KPC aisladas en el Centro de Salud estudia-
do; aumentando la resistencia a los amino-
glucosidos (Gm, An y Net) y tigeciclina,
mientras que por el contrario ha disminuido
la resistencia a Sxt, Te, Na, fluoroquinolonas
y Cy se detect6 por primera vez resistencia a
colistin en K. pneumoniae después de tres
afios de la aparicion de las EPC en el centro
de salud estudiado.

Magiorakos y col. (40) elaboraron una
propuesta internacional de definiciones pro-
visionales para la resistencia bacteriana ad-
quirida, en la cual se describieron 16 catego-
rias de antimicrobianos significativos epide-
miologicamente en Enterobacteriaceae, cla-
sificando a las bacterias en multidrogo-resis-
tentes (MDR), extensamente drogoresisten-
tes (XDR) y pan-drogoresistentes (PDR). El
patron MDR fue definido como la no suscep-
tibilidad al menos a un agente en tres o méas
categorias de antimicrobianos; el XDR como
no susceptible al menos a un agente en todas
las categorias pero permanece susceptible a
una o dos categorias de antimicrobianos y el
PDR fue definido como no susceptibilidad a
todos los agentes en todas las categorias de
antimicrobianos. Es importante resaltar que
de las 423 cepas de Enterobacteriaceae KPC
aisladas en la presente investigacion, el
53,43% (226/423) fueron catalogadas como
extensamente drogo-resistentes, mientras
que el 46,57% (197/423) fueron clasificadas
como multi-drogo resistentes, lo que consti-
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tuye un grave problema de salud publica en
esta institucion hospitalaria.

En la presente investigacion, todos los
aislamientos de EPC tipo KPC correspon-
dientes al nimero de muestras mostraron re-
sultados positivos con el MHT. Sin embargo,
por este método, se han reportado tasas de
falsos positivos superiores al 25% entre no
productores de carbapenemasas. Estos ha-
llazgos inesperados fueron observados entre
bacterias productoras de CTX-M (CTX-M-2,
CTX-M-15 y CTX-M-59) con susceptibilidad
uniformemente disminuida a ETP o hiper-
productores de AmpC, por lo que Nordmann
y col.(18) consideran que esta técnica consu-
me mucho tiempo y debe ser descartada, asi
como también puede carecer de sensibilidad
para detectar actividad de carbapenemasa en
Enterobacter spp. En la presente investiga-
cién, ninguna de las cepas KPC mostro resul-
tados positivos con el método del disco com-
binado utilizando AmC entre los carbapene-
mes, posiblemente debido a que las carbape-
nemasas KPC son débilmente inhibidas por
el acido clavulanico y el tazobactam (41). Por
el contrario, en el presente estudio todos los
aislamientos de Enterobacteriaceae KPC
fueron inhibidos por 300 pg de acido bor6ni-
co frente a imipenem y meropenem. Una se-
rie de ensayos no moleculares han sido pro-
puestos para la deteccion de actividad carba-
penemasa, dentro de los cuales estan el Ensa-
yo Indirecto de Carbapenemasa, la deteccion
de actividad de carbapenemasa utilizando un
espectrofotometro UV, la utilizacion del es-
pectrofotometro de masa y el Ensayo Carba
NP, un ensayo bioquimico basado en la hi-
drolisis in vitro de Ipm que detecta todas las
carbapenemasas conocidas en Enterobacte-
riaceae (pertenecientes a las clases A, By D
de Ambler), asi como también cualquier nue-
va carbapenemasa emergente, a diferencia de
las técnicas moleculares (18).



100

Los tipos de carbapenemasas varian de
acuerdo a los diferentes paises. En India el
tipo de carbapenemasa que predomina es
NDM-1, mientras que en Estados Unidos,
Grecia, Israel, Europa, China, América central
y del Sury el Reino Unido predomina notable-
mente el tipo KPC, al igual que en Venezuela;
por otra parte el tipo OXA-48 predomina en
Turkia, Tunes y Marruecos (23, 33, 42).

K. pneumoniae productora de KPC-1
fue detectada por primera vez en 2001 y des-
de esa época, se han hecho varios reportes al-
rededor del mundo, incluyendo América del
Sur (38). En Argentina las carbapenemasas
han producido brotes de grandes magnitudes
al punto que han generado alarmas epide-
mioldgicas. Las carbapenemasas de Clase A
de tipo KPC son las que mayormente se han
propagado y aislado en este pais, al igual que
en muchos paises de Latinoamérica (15). En
Brasil, la primera deteccién de KPC-2 fue en
2006. Debido a que las cepas productoras de
KPC-2 se han establecido en América Latina,
es necesario enfatizar la necesidad de progra-
mas de vigilancia local para prevenir la am-
plia diseminacion de estas cepas (43). Igual-
mente, debido a las opciones terapéuticas li-
mitadas acoplado con la diseminacién en es-
cala de K. pneumoniae resistente a carbape-
nemes, es imperativa la vigilancia y deteccion
temprana e implementacion de medidas de
control de infecciones efectivas en hospitales
(44). Aunque en Venezuela son escasos los
datos que demuestran resistencia a los carba-
penemes en Enterobacteriaceae, la presente
investigacion sugiere que las EPC tipo KPC
estan emergiendo en los centros hospitala-
rios de nuestro pais desde el afio 2009, lo que
representa un impacto importante en la or-
ganizacién de la atencion en salud venezola-
na. Los resultados obtenidos en esta investi-
gacion deben alertar a las autoridades médi-
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cas para establecer métodos rigurosos de de-
teccion, control y propagacion de nuevas car-
bapenemasas en entornos hospitalarios. La
identificacion de mecanismos de resistencia
ayudara en la determinacién de la epidemio-
logia, factores de riesgo y estrategias terapéu-
ticas apropiadas para los aislamientos resis-
tentes a carbapenemes (36). La aparicion de
EPC en todo el mundo es hoy en dia un im-
portante problema de salud médica y puabli-
ca, ya que puede conducir a callejones tera-
péuticos sin salida (42). Afortunadamente,
Tzouvelekisy col. (45) mostraron la conten-
cion exitosa de las EPC mediante la aplica-
cion de medidas como los cultivos de vigilan-
cia activa, la separacion de los portadores y la
asignacion de personal de enfermeria espe-
cializado. El tratamiento de las infecciones
ocasionadas por KPC es dificil debido a que la
mayoria de los aislamientos son resistentes a
todos los antibidticos S-lactdmicos, fluoro-
quinolonas y aminoglucésidos. Basados en-
los datos de susceptibilidad, colistin y tigeci-
clina se utilizan comtinmente para el trata-
miento de éstas infecciones. Sin embargo,
ademas del incremento de informes de cepas
KPC resistentes a éstos antibi6ticos (20), un
estudio revel6 altos porcentajes de falla en los
casos de monoterapia con estos farmacos,
mientras que la monoterapia con un carbape-
nem o un aminoglucdsido parecié ser mas
eficaz, logrando mayores tasas de éxito con
combinaciones que contienen carbapenem
(45). Por otra parte, otra investigacion (46)
utiliz6 como tratamiento frente a las EPC,
ertapenem con doripenem o meropenem, ob-
teniendo una respuesta exitosa sin recaida
durante el seguimiento. Igualmente la fosfo-
micina ha sido utilizada exitosamente para el
tratamiento de organismos productores de
KPC susceptibles in vitro a este antibiotico y
varios investigadores (20,47), han demostra-
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do un efecto sinérgico con la utilizacion de
fosfomicina en combinacion con otros agen-
tes, como los aminoglucoésidos.

En la presente investigacion, las cepas de
Enterobacteriaceae presentaron altos por-
centajes de resistencia debido a la produccion
de Carbapenemasas tipo KPC, siendo los pa-
cientes mas afectados por estas cepas los adul-
tos de sexo masculino ingresados en la UTI. El
sitio de colonizacién méas frecuente por las
KPC en estos pacientes fue el tracto respirato-
rio, mientras que el estado de portador rectal
fue poco frecuente. Las cepas de EPC tipo KPC
aisladas del ambiente y de pacientes del Hos-
pital estudiado fueron multi-drogo resistentes
y extensamente drogo-resistentes, detectando
por primera vez en cinco afos en esta institu-
ci6n una cepa de K. pneumoniae resistente a
colistin. La mayoria de los métodos fenotipi-
cos empleados en el presente estudio permi-
tieron confirmar la presencia de Carbapene-
masas en todas las cepas de Enterobacteria-
ceae aisladas y la presencia del gen blakpc con-
firmé que las carbapenemasas que circulan en
cepas de Enterobacteriaceae de nuestra re-
gion son del tipo KPC.
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