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Primer aislamiento de una cepa de Klebsiella
pneumoniae productora de carbapenemasa tipo KPC-1
en el Hospital de San Carlos durante el 2011

First isolation of a type KPC-1 carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae strain in
the San Carlos Hospital during 2011.
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RESUMEN

Objetivo Demostrar el aislamiento de una
Klebsiella pneumoniae productora de
carbapenemasa tipo 1 a partir de una
paciente femenina de 1 afio con historial de
problemas hepaticos e infecciones renales a
repeticion.

Métodos Se realizd la identificacion
bacteriana y la prueba de resistencia a
antibidticos por medio del sistema Vitek 2.
La determinacion fenotipica de
carbapenemasas se realiz6 por medio de la
prueba de 4&cido borénico y Hodge
modificado. La confirmacién molecular se
hizo utilizando PCR-RT para el gen
blaKPC.

Resultados Por la prueba de sensibilidad a
antibidticos, se sospecha de una
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betalactamasa de espectro ampliado con
sensibilidad reducida a carbapenémicos

(imipenem 4 pg/mL, meropenem 1 pg/mL).
Las pruebas de é&cido borénico y Hodge
modificado sugieren la presencia de
carbapenemasas. La confirmacion
molecular es positiva para carbapenemasas
tipo 1.

Discusion La emergencia y diseminacion de
cepas con carbapenemasas constituye un
riesgo para pacientes hospitalizados y la
comunidad. Estas cepas usualmente son
resistentes a multiples antibidticos y los
mecanismos de resistencia diseminan con
facilidad. Los hospitales constituyen
escenarios que favorecen la diseminacion de
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estas bacterias. Las opciones terapéuticas en
estos casos son reducidas, por lo que se insta
a un uso consciente de los antibioticos, la
higiene intrahospitalaria y vigilancia
epidemioldgica interdisciplinaria.
Conclusiones Se confirma la presencia de
Klebsiella pneumoniae KPC-1 como
aislamiento de una infecciéon del tracto
urinario en una nifia con problemas
hepéaticos. Los lineamientos del Centro
Nacional de Referencia en Bacteriologia
para sospechar de carbapenemasas, las
pruebas fenotipicas y la confirmacion
molecular  permitieron  corroborar la
carbapenemasa.

Palabras clave: Klebsiella pneumoniae,
carbapenemasas, KPC, resistencia a
antibidticos

ABSTRACT

Obijective to demonstrate the finding of a
Klebsiella pneumoniae carbapenemase-1
positive, isolated from a 1-year-old female
patient with liver illness and Kkidney
recurrent infections.

Methods Bacterial identification and
antimicrobial susceptibility testing was
performed with Vitek 2  systems.
Phenotypic determination of
carbapenemases was performed using
boronic acid test and Hodge modified test.
Molecular confirmation was done using
PCR-RT for gene blaKPC.

Results Antimicrobial susceptibility testing
suggested an  extended  spectrum
betalactamase with reduced sensitivity to
carbapenems  (imipenem 4 pg/mL,
meropenem 1 pg/mL). Boronic acid test and
Hodge modified test were consistent with
carbapenemase  production.  Molecular
confirmation was positive for
carbapenemase-1.

Discusion The emergence and spread of
carbapenemase-positive strains constitutes
a risk for patients and community. These
strains are usually resistant to multiple
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antimicrobials  and  the resistance
mechanisms easily spread. Hospitals are
scenarios that favor the spread of these
bacteria. Therapeutic options in these cases
are reduced, so it is necessary a conscious
use of antibiotics, hospital hygiene and
interdisciplinary epidemiological
surveillance.

Conclusions It is confirmed the presence of
Klebsiella pneumoniae KPC-1, isolated
from a girl with urinary tract infection and
liver illness. The guidelines of Centro
Nacional de Reference en Bacteriology,
phenotypic tests and molecular
confirmation made possible the
confirmation of this finding.

Keywords: Klebsiella pneumoniae,
carbapenemases, KPC, drug resistance

INTRODUCCION

Los carbapenémicos son antimicrobianos
que pertenecen a la familia de las
betalactamas. Son de uso extendido en la
clinica debido a su estabilidad, amplio
espectro y a que pueden utilizarse en
variedad de infecciones, ya sea en sistema
nervioso central, tracto respiratorio inferior,
piel, tracto urinario y tejidos blandos, entre
otros (1).

Las carbapenemasas de  Klebsiella
pneumoniae (KPC) son betalactamasas de
clase A capaces de inactivar penicilinas,
cefalosporinas, aztreonam y
carbapenémicos. Los genes que codifican
estas enzimas usualmente estan localizados
en elementos genéticos moviles, como
plasmidos y transposones, lo cual aumenta
el riesgo de transferencia lateral a otras
bacterias, incluso a nivel interespecie (2,3).

El primer reporte de KPC en aislamientos de
K.pneumoniae se dio en Estados Unidos en
el 2001. Posteriormente se ha documentado
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la  diseminacion de  K.pneumoniae
productoras de KPC hacia Israel, Colombia,
Brasil, Argentina, China y Europa (3,4). En
Costa Rica la primera alerta de
confirmacion se dio el 28 de octubre del
2011 por el Centro Nacional de Referencia
en Bacteriologia y corresponde a la cepa del
presente estudio.

En este trabajo, se encontrd una cepa de K.
pneumoniae resistente a carbapenemasas
aislada de una paciente pediatrica que
presentaba un cuadro de sepsis urinaria en
el Servicio de Pediatria del Hospital de San
Carlos. Se analizaron los mecanismos de
resistencia y se confirmo la primera alerta a
nivel nacional de una KPC-1.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas. La cepa a estudiar fue
aislada de una paciente con infeccion
urinaria del Servicio de Pediatria del
Hospital San Carlos. La identificacion del
aislamiento fue confirmado utilizando el
Vitek 2, Biomerieux. La cepa utilizada
como control positivo para la corrida de
PCR fue la KPC (ATCC BAA-1705) y la
utilizada como control negativo la KPN
(ATCC 700603). La cepa control positivo
para la prueba con &cido borénico utilizada
fue la K. pneumoniae OPS161 suministrada
por el Centro Nacional de Referencia en
Bacteriologia (CNRB) del INCIENSA. La
cepa utilizada para la prueba de Hodge es la
E. coli ATCC 25922

Pruebas de sensibilidad a los antibi6ticos.
Se realiz6 por medio del Vitek 2
(Biomerieux, Francia).

Deteccion fenotipica de carbapenemasas
clase A por acido borénico. Se utilizo el

método recomendado por Jiménez, Tijerino
y Vargas (5). La confirmaciéon estuvo a

ISSN 1409-1429

cargo del Centro Nacional de Referencia en
Bacteriologia (CNRB) del INCIENSA.

Test de Hodge Modificado. Se utilizé el
método recomendado por el Centro de
Control de Enfermedades (CDC). Esta
prueba estuvo a cargo del CNRB del
INCIENSA. (6)

Confirmacion molecular de la presencia
de KPC mediante PCR-RT. La
identificacion genotipica se realiz6 en el
Laboratorio de Biologia Molecular del
Hospital Nacional de Nifios. Para la
extraccion de ADN se prepard6 una
suspension en 500 pl de PBS a partir de una
colonia en cultivo puro. Se extrajo el ADN
utilizando  tecnologia de  particulas
magnéticas mediante el equipo MagNAPure
(Roche), a un volumen de elucién de 100 pl.
Para la amplificacion se realiz6 en un
ciclador Veriti (Applied Biosystems) a un
volumen de 25 pul, con TagPol (Fermentas)
1.25 U, 200 nM de dNTPs (Master Mix 2X),
primers (Applied Biosystems) al 0,5 uM
cada uno, y 1 uL del ADN extraido en el
punto anterior. Para la deteccion, los
productos amplificados fueron visualizados
mediante electroforesis en gel de agarosa
1.5% con Bromuro de Etidio. Se utiliz6
marcador de peso molecular (50 pb) y el
peso esperado del gen es de 331 pb.

Los primers utilizados para el blakKPC
fueron dos. EI 1 (Secuencia 5-TGT CAC
TGT ATC GCC GTC-3") y el 2 (Secuencia
5-TAT TTT TCC GAG ATG GGT GAC-
3.

RESULTADOS

Prueba de sensibilidad a los antibioticos
El hallazgo més importante fue la
sensibilidad reducida a carbapenémicos
(imipenem 4 pg/mL, meropenem 1 pg/mL),
lo cual hace sospechar de una
carbapenemasa, como se indica en la Tabla
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1. Ademés, se observa que la cepa es
resistente a multiples antibioticos.

Deteccidén fenotipica de carbapenemasas
clase A por acido borénico La prueba de
acido bordnico muestra deformacion de los
halos de inhibicién de carbapenemes en
presencia de &cido boronico, lo cual sugiere
la presencia de carbapenemasas (Figura 1).

Test de Hodge Modificado En el Test de
Hodge Modificado se observa la formacién
las rosetas y el crecimiento de la cepa
control en torno a discos de carbapenemes,
sugiriendo la produccion de
carbapenemasas por la cepa en estudio
(Figura 2).

Confirmacion molecular de la presencia
de KPC mediante PCR La PCR confirmé
la presencia del gen blaKPC, lo cual ratifico
que el aislamiento corresponde a una
Klebsiella pneumoniae carbapenemasa
positiva de tipo 1 (Figura 3).

DISCUSION

En el presente estudio se confirmé la
primera alerta a nivel nacional de Klebsiella
pneumoniae KPC-1, como aislamiento de
una infeccidn del tracto urinario en una nifia
con problemas hepaticos. Esto se pudo
realizar luego de la sospecha de una cepa
KPC positiva, segun los lineamientos
sugeridos por el CNRB, asi como la
confirmacion fenotipica y genotipica
descrita.

La emergencia y diseminacion de Klebsiella
pneumoniae KPC es una amenaza para los
pacientes internados y un posible riesgo
para los de la comunidad. Estas bacterias
usualmente son resistentes a maultiples
antibidticos y los mecanismos de resistencia
son de facil diseminacion por medio de
plasmidos (3).
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Los hospitales constituyen un escenario que
permite la  propagacion de  estos
mecanismos de resistencia. Factores que
contribuyen a este proceso son estadia
prolongada de pacientes de alto riesgo como
extremos etarios, respiracién mecanica
asistida, inmunosupresion, cateterizacion,
hospitalizaciones recurrentes y previas
terapias antimicrobianas, asi como la
posibilidad de contaminacion cruzada o
diseminacion a otros sitios en pacientes
trasladados o que se dan de alta (7, 8, 9).
Este es el caso de la paciente en cuestién, la
cual tenia 1 afio de edad y hospitalizaciones
recurrentes por su problema hepético,
ademas de previas terapias antimicrobianas
a causa de las infecciones urinarias a
repeticion.

Cepas de Klebsiella pneumoniae y otras
Enterobacterias sospechosas de KPC han
sido estudiadas en diferentes hospitales del
mundo y se ha reportado la presencia de
carbapenemasas en porcentajes variables de
los aislamientos que van desde menos del
1% hasta méas de 40% (8, 10, 11). Ademas,
la diseminacién de bacterias con enzimas
KPC ha desencadenado serios problemas
terapéuticos y aumento de la mortalidad
hasta en un 47% de los casos (12).

Los carbapenémicos, debido a su amplio
espectro de actividad contra la mayoria de
B-lactamasas, generalmente representan el
Gltimo recurso para el tratamiento de
infecciones nosocomiales producidas por
bacterias Gram negativas multi-droga-
resistente (13). En el caso de encontrarse
resistencia a estos antibioticos, se recurre a
tigeciclina y colistina. Sin embargo, es
preocupante la reciente emergencia de cepas
resistentes también a estos antibidticos (14).
Para evitar la emergencia y diseminacion de
cepas resistentes se recomienda un uso
consciente de los antibidticos, buena
higiene hospitalaria, aislamiento en casos
sospechosos y vigilancia epidemioldgica
por parte de grupos interdisciplinarios.
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Ademas, debe tenerse en cuenta el papel de
la educacion continua, tanto de los
profesionales  involucrados en el
diagndstico y tratamiento, como de los
pacientes que reciben estas terapias.

CONCLUSIONES

Se confirmé la primera alerta a nivel
nacional de Klebsiella pneumoniae KPC-1,
como aislamiento de una infeccion del
tracto urinario en una nifia con problemas
hepaéticos.

Los lineamientos del CNRB para sospechar
de KPC, las pruebas fenotipicas de acido
borénico Y Hodge modificado y la
confirmacion molecular fueron Gtiles como
protocolo para corroborar la carbapenemasa
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Tabla 1. Prueba de sensibilidad a los
antibiéticos

Concentracion Minima

Antibiético Inhibitoria Caracterizacion
Amicacina >64 Resistente
Ampicilina >32 Resistente
Ampicilina/Sulbactam >32 Resistente
BLEA Positivo Positivo
Cefalotina >64 Resistente
Cefepima >64 Resistente
Cefotaxima >64 Resistente
Cefoxitina <4 Resistente
Ceftazidima 16 Resistente
Ciprofloxacino <0,25 Sensible
Colistina <0,5 Sensible
Gentamicina >16 Resistente
Imipenem 4 Intermedio
Meropenem 1 Intermedio
Nitrofurantoina <16 Sensible

Se muestra el fenotipo de resistencia a
antibidticos de la cepa aislada, resaltando
las concentraciones minimas inhibitorias
que hacen sospechar de una KPC

Figura 1. Halos de inhibicién con forma
ovoide debido a la accion del &cido
boronico. 1) Meropenem. Il) Imipenem.
I11) Ertapenem.
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Figura 2. Formacion de rosetas de la prueba
de Hodge utilizando Imipenem (A),
Meropenem (B) y Ertapenem (C).

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa
1.5% con Bromuro de Etidio de los
productos amplificados por PCR.1.
Marcador de Peso Molecular de 50 pb. 2.
Aislamiento de K. pneumoniae. 3. Control
negativo KPN (ATCC 700603) 4. Control
positivo KPC (ATCC BAA-1705).
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