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RESUMEN

Las infecciones por enterobacterias resistentes a
carbapenemes o productoras de carbapenemasas
(KPC) han emergido como un importante desafio
en los centros de salud de todo el mundo, inclu-
yendo el Paraguay. Este estudio describe los ha-
llazgos de estos patégenos en diferentes centros
de Asuncion y Departamento Central, donde han
sido aisladas 76 cepas de enterobacterias con re-
sistencia a carbapenemes por produccion de esta
enzima, confirmadas por métodos moleculares.
Ademas, en las mismas, han sido detectadas otros
mecanismos de resistencia, como produccion de
betalactamasa de espectro extendido (CTX-M y
PER-2) y genes que codifican la resistencia a qui-
nolonas (qnr).
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lla pneumoniae, Carbapenemes

INTRODUCCION

Los carbapenemes usualmente representan las
drogas de eleccion para el tratamiento de infec-
ciones serias causadas por aislamientos multirre-
sistentes prevalentes en muchas especies de bac-
terias gram negativas, especialmente productoras
de Beta lactamasa de espectro extendido (BLEE)
y/0 AMP-C derreprimida’. No obstante, la resis-
tencia a estos antibidticos ha ido incrementando-
se relacionada principalmente a enzimas carba-
penemasas. Se han reportado principalmente tres
clases de betalactamasas que hidrolizan carbape-
nemes, llamadas: Serin betalactamasas de clase A
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(entre ellas las KPC), de la clase B, las Metalobe-
talactamasas y la clase D donde se encuentran las
Oxacilinasas.?

En diversos paises del mundo, se ha reportado
resistencia de Klebsiella pneumoniae con meca-
nismo del tipo KPC?’. Las variantes mas comin-
mente reportadas son KPC-2 y KPC-3, ambas
microbiologicas y clinicamente similares. Los
genes de KPC se encuentran generalmente en
elementos genéticos moviles especialmente en el
transposon Tn 4401, como también asociados a
plasmidos®.

El reporte de aislamientos productores de KPC es
preocupante debido a que estas cepas son resisten-
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tes a todos los agentes betalactamicos y frecuen-
temente también a otros antimicrobianos. Esto
limita la terapéutica para el tratamiento de infec-
ciones severas, restringida basicamente a tigeci-
clina y polimixinas. Ademas, la deteccion de tales
cepas en los laboratorios puede no ser factible con
el empleo de los métodos estandar de susceptibi-
lidad usuales que pueden no indicar la resistencia.
Hasta ahora, las carbapenemasas de K. pneumo-
niae han sido aisladas de pacientes que llevan un
tiempo prolongado de internacion. También ha
sido detectada en otras especies de enterobacte-
rias y en Pseudomonas aeruginosa.

La K. pneumoniae productora de BLEE tipo KPC
ha sido reportada desde 1996. La primera cepa
identificada en Estados Unidos se aislo en Caro-
lina del Norte.

La rapida diseminacion clonal de K. pneumo-
niae productora de KPC es observada a menudo
dentro de cada pais como también entre paises,
indicando que hay clones internacionales circu-
lando® 3.

La primera deteccion de KPC en enterobacterias
en Argentina fue registrada a fines del afio 2006.
En un hospital de Buenos Aires se detect6 esta
carbapenemasa en Klebsiella pneumoniae y Ci-
trobacter freundii, ambas cepas recuperadas del
mismo paciente* y el centro de referencia de este
pais ha confirmado la presencia KPC en mas de
70 cepas de enterobacterias.

Entre setiembre y noviembre de 2006 fueron ais-
ladas las primeras cepas de Klebsiella pneumo-
niae productoras de KPC-2 en Brasil a partir de
muestras de pacientes hospitalizados en unidades
de cuidados intensivos®>!?

Este estudio tiene como objetivo describir los
hallazgos de enterobacterias resistentes a carba-
penemes por produccion de KPC en el Paraguay,
como también los sitios de donde fueron aislados
con mayor frecuencia.

MATERIAL Y METODOS

Estudio multicéntrico realizado desde septiem-
bre del 2009 a agosto del 2011. Fueron remitidas
desde centros publicos y privados de Asuncion y

Departamento Central al Laboratorio Central de
Salud Publica (LCSP) cepas de enterobacterias
con sospecha de ser portadoras de genes que co-
difican para enzimas con accion hidrolitica sobre
los carbapenemes (KPC), cefalosporinas (CTX-
M y PER-2) y quinolonas (qnr).

Como método de tamizaje para la deteccion de
KPC hemos utilizado el halo de inhibicion con el
disco de imipenem (IMP) < 22 mm obtenido por
el método de difusion de Kirby Bauer (KB) 12,
La identificacion de las cepas fue corroborada
con las pruebas bioquimicas convencionales, y la
determinacion de la susceptibilidad a los antibio-
ticos por el método de difusion (KB).

Ademés, se realizaron pruebas fenotipicas para
deteccion presuntiva de la presencia de mecanis-
mos de resistencia por el método de aproxima-
cion de discos, método microbiologico de HOD-
GE modificado para deteccion y confirmacion
de la presencia de mecanismos enzimaticos res-
ponsables de resistencia y, posteriormente PCR
(reaccién en cadena de la polimerasa) para la
confirmacion molecular.

Para la determinacion de la susceptibilidad a los
antimicrobianos, fue utilizado el método de di-
fusion de discos KB, con las recomendaciones
del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). Fueron incluidos los siguientes antibioti-
cos: imipenem 10 ug. (IMP), meropenem 10 ug.
(MEM), ertapenem 30 ug. (ERT), ceftazidima 30
ug (CAZ), cefotaxima 30 ug. (CTX), cefepima
30 ug. (FEP), cefoxitina 30 ug. (FOX), amoxici-
lina-acido clavulanico 10/10 ug. (AMC).

Deteccion fenotipica de mecanismos de resis-
tencia por aproximacion de discos: Los discos
de antibidticos fueron ubicados estratégicamente
para la deteccion fenotipica de los siguientes me-
canismos de resistencia:

Carbapenemasa del grupo 2f tipo KPC: discos de
IMP y MEM de 15 a 20 mm de distancia del dis-
co de acido boronico (APB).

Carbapenemasa del tipo Metalobetalactamasa
(MBL): discos de IMP y MEM de 15 a 20 mm de
distancia del disco de EDTA/SMA.
Betalactamasa de espectro extendido tipo GES
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con actividad carbapenemasa: discos de IMP de
15 a 20 mm de distancia del disco de CAZ.
Betalactamasa de espectro extendido (BLEE):
discos de CAZ y CTX de 15 a 20 mm de distan-
cia del disco de AMC.

Para la busqueda de mecanismos enzimaticos de
resistencia, se utilizé el Método microbiologico
de HODGE modificado'*.

Deteccién molecular de los genes codificantes
de resistencia: De acuerdo a los resultados de
los ensayos, fenotipico y microbiologico, previa-
mente realizados, se llevo a cabo la PCR para de-
terminar la presencia de genes que codifican para
las enzimas que confieren resistencia a carbape-
nemes (KPC), cefalosporinas (CTX-M y PER-2)
y quinolonas (qnr), para lo cual utilizamos los si-
guientes cebadores:

Tabla 1. Cebadores utilizados para deteccién
molecular de genes de resistencia

Cebador Secuencia 5’.....3’
blaCTX-MU-F  ATG TGC AGY ACC AGT AAR GT
blaCTX-MU-R TGG GTR AAR TAR GTS ACC AGA

blaPER-2-F GTA GTA TCA GCC CAATCC CC
blaPER-2-R CCA ATA AAG GCC GTC CAT CA
blakPC-F AAC AAG GAA TAT CGT TGA TG
blakPC-R AGA TGA TTT TCA GAG CCT TA
gnrB-F CCGACCTGAGCGGCACTGA
gnrB-R CGCTCCATGAGCAACGATGCCT

Protocolo de amplificacién: Desnaturalizacion
inicial a 95°C por 5 min, 30 ciclos de desnaturali-
zacion a 95°C por | min, annealing a 50°C por
1 min y extension a 68°C por 1 min, y extension
final a 72°C por 5 min (termociclador THERMO
Electréon Corporation) (PXE 0,5 Thermal Cy-
cler). Los productos de la amplificacion fueron
separados por electroforesis en gel de agarosa
2%, en buffer TAE 0,5 X y tefiidos con Bromuro
de Etidio al 1% para una observacion posterior
con luz UV con el equipo BIORAD UV Transil-
luminator 2000.

Los datos fueron representados por medio de fre-
cuencias y porcentajes-

RESULTADOS

Durante el periodo de estudio, fueron confirma-
das 76 cepas con portacion de genes que confie-
ren resistencia a los carbapenemes mediante la
enzima KPC.

Utilizando el método de aproximacion de dis-
cos, para la deteccion fenotipica de mecanismos
de resistencia, hemos encontrado que todas las
cepas estudiadas presentaron sinergia entre IMI
y MEM con APB (Foto 1), y algunas ademas
presentaron sinergia entre CTX y CAZ con
AMC.

El método microbiologico de HODGE modifi-
cado para los carbapenemes (IMP, MEM) tambi-
én resulté positivo para las 76 cepas estudiadas
Foto 2.

Foto 1. Sinergia IMI-BOR-MEM.

Foto 2. Prueba de HODGE modificada positiva.
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Los resultados de la PCR concluyeron que las 76
cepas contaban con la portacion de los genes que
codifican para la enzima KPC, encontrandose
ademas otros genes de enzimas que dan resisten-
cia a otros antimicrobianos, como los CTX-M,
PER-2 y qnr Foto 3.

Como se puede apreciar en el Grafico 2, el mayor
porcentaje de enterobacterias en las que fueron
confirmadas la presencia de KPC corresponden a
K. pneumoniae, aunque también fueron encontra-
das en otros géneros y especies.

Foto 3. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR). Carbapenemasa tipo KPC y BLEEs tipo CTX-MU y PER-2.

En cuanto a los centros desde donde fueron re-
mitidas las cepas, la mayor parte correspondio al
sector publico 73 cepas (de Asuncion y Depar-
tamento Central), aunque también fueron confir-
madas cepas provistas de KPC provenientes de
instituciones privadas 3 cepas (Asuncion), totali-
zando ocho centros, Grafico 1.

Sector privado

ﬁ 3 cepas (4%)

Sector publico
73 cepas (96%)

Grafico 1. Cepas KPC positivas remitidas
segun sector publico o privado (n 76).
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E. cloacae

K. oxytoca
S. marcescens

Grafico 2. Enterobacterias productoras de
KPC aisladas en Asuncién y Central (n 76).

Segun el tipo de material del cual fueron aislados,
encontramos que el 36 % de los casos fueron a
partir de muestras del aparato respiratorio (espu-
to, secrecion traqueal, lavado broncoalveolar y en
un caso liquido pleural), seguido de muestras de
orina.
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Grafico 3. Sitios clinicos de aislamiento de cepas KPC (n 76).

Hemos realizado ademas la busqueda por méto-
dos moleculares de otros mecanismos de resis-
tencia asociados y encontramos en el 61 % de las
cepas KPC positivas, combinaciones de resisten-
cia a otros antibidticos por otras enzimas como
betalactamasas de espectro extendido (CTX-M y
PER-2) y a quinolonas (qnr), Grafico 4.
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Grafico 4. Combinaciones de mecanismos de resistencia en
cepas KPC. (n 76)

Finalmente, los resultados de resistencia a otros
antibioticos por el método de KB, se muestran en
el Grafico 5.

CIP: Ciprofloxacina, GEN: Gentamicina; AMK:
Amikacina; LEV: Levofloxacina; TMS: Cotri-
moxazol, TAZ: Piperacilina/Tazobactam

Grafico 5. Porcentajes de resistencia de cepas KPC a otros
antibidticos (n 76).

DISCUSION

Este estudio demostré que cepas multirresisten-
tes de enterobacterias productoras de KPC es-
tan presentes en varios hospitales de Asuncion
y Departamento Central, tanto en instituciones
publicas como privadas. Probablemente estos
hallazgos reflejan solo una parte de la situacion
real en nuestro pais, ya que muchos hospitales no
cuentan con laboratorios de Bacteriologia, prin-
cipalmente los del interior, y otros no estan en
condiciones de detectarlas.

En este trabajo solo se han incluido las cepas que
fueron remitidas desde los ocho centros que rea-
lizan una buisqueda activa de estos patdgenos y
cuentan con un plantel entrenado y sensibilizado
con la emergencia de la resistencia a los antimi-
crobianos. En este sentido, es necesario el forta-
lecimiento en laboratorios de Bacteriologia de los
diferentes centros sanitarios para una deteccion
certera y oportuna .

Por otro lado, la asociacion en estas cepas de
otros mecanismos de resistencia, como betalac-
tamasas de espectro extendido y genes de resis-
tencia a quinolonas, se traducen en un mayor
riesgo de situaciones criticas de pacientes que se
encuentran infectados o eventualemente pueden
infectarse durante hospitalizaciones prolongadas
debido a las escasas opciones terapéuticas.
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Larapida y facil diseminacion de estos patogenos
por el personal de salud hace necesaria la urgen-
te biisqueda y aplicacion de estrategias por parte
de equipos multidisciplinarios, que incluyan la
correcta y rapida deteccion de estas cepas con la
finalidad de que, las intervenciones terapéuticas
y la implementacion de medidas de contencion y
control sean oportunas y eficaces.

Los elevados porcentajes de resistencia a otros
antimicrobianos diferentes a los beta lactami-
cos, practicamente deja sin opciones terapéuticas
aplicables. Existen otros antimicrobianos con
probable accion sobre estos patdgenos, aunque
poco disponibles en nuestro pais, como los deri-
vados de la polimixina y la tigeciclina, la eficacia
clinica de éstos aun debe ser bien determinada.
Si bien también son reportadas en otras partes
del mundo y en la region la presencia de KPC en
otras enterobacterias diferentes a K. pneumoniae,
en este trabajo encontramos un porcentaje rela-
tivamente alto (11 %) de Enterobacter cloacae
con la enzima KPC, no coincidente con datos de
la region. Esto tal vez sea debido a la alta circu-
lacion de E. cloacae en nuestros hospitales y la
facil transferencia de esta enzima a otras entero-
bacterias.
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