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Resumen. Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasas tipo KPC es uno de
los principales agentes causante de infecciones nosocomiales a nivel mundial. En Venezuela se
han identificado aislados de esta bacteria, sin embargo, se conoce poco sobre su dispersion. El
objetivo de este estudio fue realizar la epidemiologia molecular de aislados de K. pneumoniae
productores de KPC provenientes de dos hospitales publicos ubicados en los estados Carabobo
y Zulia. Se seleccionaron 32 aislados de K. pneumoniae clasificados fenotipicamente como
productores de KPC, se les realiz6 la deteccion del gen b/aKPC asi como su ubicacion en el
transposon Tn4401 a través de PCR. El producto de PCR del gen blaKPC se secuencio para
identificar los alelos circulantes. El analisis genotipico se realizdo empleando las técnicas de
amplificacion por PCR de las secuencias repetidas extragénicas palindromicas (rep-PCR) y
la secuenciacion de multiples loci (MLST). Mediante ensayos de conjugacion, se determino
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si los genes blaKPC se encontraban en moléculas plasmidicas.Los resultados indican que los
32 aislados contenian la variante del gen b/aKPC-2 asociada a la isoforma 7n4401b y se dis-
tribuyeron en 9 secuencias tipo (ST), siendo una de ellas nueva. Los ensayos de conjugacion
indican que el 87,5% de los aislados tienen al gen b/aKPC en plasmidos movilizables. En estos
hospitales el gen blaKPC-2 se esta dispersando a través de plasmidos que llevan al transposén
Tn4401b. Las ST mas comunes pertenecen a los Complejos Clonales CC258 y CC147, que
desempefian un papel importante en la dispersion de la resistencia a carbapenemes a nivel
mundial.

Molecular epidemiology of KPC-producing Klebsiella
pneumoniae isolated from patients in two public
hospitals in Carabobo and Zulia states, Venezuela.

Invest Clin 2017; 58(1): 3 - 21
Keywords: KPC; Klebsiella pneumoniae; carbapenems.

Abstract. Kliebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)-producing bacteria (K. pneu-
moniae carbapenemase) are the most important causative agents of nosocomial infections
worldwide. These isolates have been identified in Venezuela, but little is known about their lo-
cal spread. The aim of this study was to perform molecular epidemiology of KPC-producing K.
pneumoniae isolated from two public hospitals in the Carabobo and Zulia states of Venezuela.
Thirty-two K. pneumoniaei solates, phenotypically classified as KPC producers were subjected
to PCR to detect the presence of blaKPC genes and their location within transposon Tn4401,
and the b/aKPC product was sequenced to identify the KPC allele. Genotypic analysis was
performed using repeated extragenic palindromic PCR (rep-PCR) and Multi Locus Sequence
Typing (MLST). Finally, a conjugation assay determined whether the b/aKPC genes were ca-
rried on transferable plasmids. The results indicate that the 32 isolates contained the b/aKPC-2
variant associated with isoform Tn4401b, and were distributed in nine sequence types (ST),
one of which was new. Conjugation assays indicate that 87.5% of the isolates contain the gene
blaKPC on mobilizable plasmids. In these hospitals, the b/laKPC-2 gene is spreading throu-
gh the plasmids carrying the transposon 7n4401b. The most common ST belongs to Clonal
Complexes CC258 and CC147, which play an important role in the dispersion of resistance to
carbapenems worldwide.

Recibido.: 15-11-2015 Aceptado. 24-17-2016

INTRODUCCION les patogenos resistente a multiples antibidticos

causante de infecciones nosocomiales a nivel

Klebsiella pneumoniae productora de car- mundial(1-3). Las bacterias que producen car-
bapenemasas tipo KPC es uno de los principa- bapenemasas son capaces de hidrolizar todos los
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B-lactdmicos incluyendo a los carbapenemes,
que constituyen el tratamiento de eleccion en las
infecciones ocasionadas por bacterias Gram-ne-
gativas productoras de f—lactamasas de espec-
tro extendido (BLEE)(3). Las carbapenemasas
KPC tienen una alta capacidad de propagacion
debido a que el gen que las codifica, b/laKPC,
se encuentra en elementos genéticos moviles
como plasmidos conjugativos y el transposon
Tn4401(4,5). En Venezuela, el Programa Ve-
nezolano de Vigilancia de la Resistencia a los
Antibidticos (PROVENRA, http://www.prov-
enra.org), ha hecho una evaluacion acumulada
de la resistencia a carbapenemes y reportan que
para aislados de K. pneumoniae fue del 9,4%
durante el afio 2013. En el pais son pocos los
estudios que se han realizado acerca de aislados
de K. pneumoniae productores de carbapene-
masas tipo KPC. El primero de ellos fue hecho
por Marcano y col. en el afio 2011 (6), en ocho
centros de salud ubicados en Caracas. Los resul-
tados obtenidos indican que el 2,1% de los aisla-
dos evaluados fenotipicamente eran K. pneumo-
niae productores de carbapenemasas tipo KPC.
Por su parte, Labrador y Araque en el afio 2014,
describieron un aislado de Klebsiella oxytoca
productora de carbapenemasa tipo KPC-2, pro-
veniente de un paciente pediatrico que adquirid
una neumonia nosocomial en el Hospital de la
Universidad de los Andes en el estado Mérida
(7), mientras que Martinez y col. en el afio 2015,
reportaron un aislado de Enterobacter cloacae
co-productor de KPC y VIM proveniente de un
paciente de 83 afos con infeccion urinaria seve-
ra que ingres6 al Hospital de Cumana (8). Aun-
que se ha detectado la presencia de aislados de
K. pneumoniae productores de KPC en algunos
hospitales en Venezuela, no se ha descrito ni su
epidemiologia ni su impacto clinico. En este es-
tudio se plante6 realizar la caracterizacion mo-
lecular de los aislados resistentes circulantes en
dos hospitales publicos ubicados en los estados
Carabobo y Zulia. Para ello se seleccionaron 32

cepas clasificadas por pruebas fenotipicas como
K. pneumoniae productoras de carbapenemasas
tipo KPC, las cuales fueron aisladas durante el
afio 2013. Se determind su relacion genética,
se identificaron los alelos del gen b/1aKPC y su
posible ubicacion en el transposon Tn4401, asi
como si se encuentran en pldsmidos con capaci-
dad de transferencia.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de aislados clinicos de K.
pneumoniae

Se recolectaron aislados clinicos de K.
pneumoniae durante los meses de febrero a no-
viembre del afio 2013 provenientes de la Ciu-
dad Hospitalaria “Dr. Enrique Tejera” (CHET),
localizado en la ciudad de Valencia, estado Ca-
rabobo, y del Servicio Autobnomo Hospital Uni-
versitario de Maracaibo (SAHUM), ubicado en
el estado Zulia (Fig. 1). Los analisis moleculares
se realizaron con el primer aislado bacteriano
recuperado de cada paciente, mientras que la in-
formacion clinica se obtuvo del registro de cada
centro hospitalario y se mantuvo en estricta e
irreversible confidencialidad. Este estudio con-
td con la aprobacion de la Comision de Bioéti-
ca del Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas (IVIC).

Criterios de seleccion de los aislados de K.
pneumoniae 'y pruebas de sensibilidad a
antibiodticos

El criterio de seleccion de los aislados cli-
nicos de K. pneumoniae fue resistencia o resis-
tencia intermedia a cefalosporinas de tercera
generacion y a carbapenemes. Los niveles de
resistencia fueron determinados mediante el
método de Kirby-Bauer siguiendo las recomen-
daciones del Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) del afio 2013 (9). Los antibi6ti-
cos ensayados fueron:ceftazidima (30 pg), cef-
triaxona (30 pg), cefotaxima (30 pg), imipenem
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Fig.1. Ubicacion de los hospitales publicos donde se obtuvieron los aislados de K. pneumonti

Map data ®2015 Google Terms of Use

ae productores de car-

bapenemasas tipo KPC. La Ciudad Hospitalaria “Dr. Enrique Tejera”esta localizada en la ciudad de Valencia,
estado Carabobo; mientras que el “Servicio Autdbnomo Hospital Universitario de Maracaibo”se encuentra en

la ciudad de Maracaibo, estado Zulia.

(10 pg), meropenem (10 pg) y ertapenem (10
ng). A los aislados seleccionados se les realiza-
ron dos pruebas fenotipicas adicionales. La pri-
mera de ellas fue el Test de Hodge Modificado
(THM)), el cual ha sido recomendado por el CLSI,
para la deteccion fenotipica de carbapenemasas
en aislados de la Familia Enterobacteriaceae.

La segunda prueba que se aplico fue el test
con el acido 3-aminofenilboronico (AFB), el cual
se utilizo para realizar la deteccion fenotipica de
las B-lactamasas del tipo KPC, debido a que el
AFB ejerce un efecto inhibitorio sobre el sitio ac-
tivo (residuo de serina) de este tipo de enzimas.

Deteccion del gen blaKPC y determinacion
de su entorno genético

Se utilizo6 la reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR) para detectar el gen blaKPC (10)
empleando los iniciadores que se observan en la
Tabla 1. También se determind el entorno gené-
tico del gen b/1aKPC utilizando iniciadores espe-
cificos para el transposon Tn4401 (11) (Tabla I).
Después de la amplificacion por PCR de los frag-
mentos, éstos fueron secuenciados en Macrogen,
Corea, empleando los iniciadores delantero y
reverso correspondientes. Se compararon las se-
cuencian con las disponibles en la base de datos
Lahey (www.lahey.org/Studies/) y el GenBank®
utilizando el Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) (www.ncbi.nlm.gov/blast/).
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TABLA I
INICIADORES EMPLEADOS DURANTE ESTE ESTUDIO

Secuencias de los iniciadores

Tamano

Temp.

Referencias

producto  hibridacion

(pb) 8

Carbapenemases
KPC-F 5-ATGTCACTGTATCGCCGTCT-3
KPC-R 5-TTTTCAGAGCCTTACTGCCC-3 894 53 10

5-GATATCGTTGGTGGTGCCAT-3
Tn4401
4281 5-GGCACGGCAAATGACTA-3 651 5 11
4714 5-GAAGATGCCAAGGTCAATGC-3
EcoRlIout 5-CACCCGACCTGGACGAACTA-3 252 5 11
3"YCEnd 5-GCATCAAACGGAAGCAAAAG-3
3781L 5-CACAGCGGCAGCAAGAAAGC-3 i 11
3098U 5-TGACCCTGAGCGGCGAAAGC-3 Variable >
905L 5-GCGACCGGTCAGTTCCTTCT-3 199 55 11
816U 5-CACCTACACCACGACGAACC-3
141R-6 5-TCACCGGCCCTCACCTTTGG-3 463 55 11
5’endYC 5-CTTAGCAAATGTGGTGAACG-3
rep-PCR
REP1 5-IlIIGCGCCGICATCAGGC-3 ) 12
REP2 5-ACGTCTTATCAGGCCTAC-3 Variable 30
MLST
rpoB F Vic3 5-GGCGAAATGGCWGAGAACCA-3 1070 50 14
rpoB R Vic2 5-GAGTCTTCGAAGTTGTAACC-3
mdh F 130 5-CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG-3 757 50 14
mdh R 867 5-CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG-3
pgiF IR 5-GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC-3 118 50 14
pgi R 1F 5-CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT-3
gapAF 173 5-TGAAATATGACTCCACTCACGG-3 663 60 14
gapA R 181 5-CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT-3
phoE F 604.1 5-ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG-3 603 50 14
phoE R 604.2 5-TGATCAGAACTGGTAGGTGAT-3
tonB 1F 5-CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT-3 540 45 14
tonB 2R 5-ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG-3
infB 1F 5-CTCGCTGCTGGACTATATTCG-3 463 50 ”
infB IR 5-CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC-3
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Genotipificacion molecular

Las relaciones genéticas entre los aislados
de K. pneumoniae productores de carbapenema-
sas tipo KPC fueron determinadas empleando
las técnicas de amplificacion por PCR de las se-
cuencias repetidas extragénicas palindrémicas
(rep-PCR) y la secuenciacion de multiples loci
(MLST). El rep-PCR se realiz6 empleando los
iniciadores REP1 y REP2 descritos por Versa-
lovic y col. (12). Los criterios empleados para
interpretar los patrones generados por rep-PCR,
fueron los establecidos por Tenover y col. en el
afio 1995 (13), quienes definieron cuatro cate-
gorias de relacion genética y epidemiologica: a)
Indistinguibles: son aislamientos que muestran
patrones de bandas iguales por lo que pueden
ser considerados clones; b) Estrechamente rela-
cionados: los patrones de bandas difieren en dos
o tres bandas; c¢) Posiblemente relacionados: sus
patrones muestran cuatro a seis bandas de di-
ferencia; y d) No relacionados: los patrones de
bandas difieren en mas de seis. Adicionalmen-
te, los patrones de bandas generados para cada
aislado bacteriano se analizaron con el software
Bionumerics, version 7.5 (Applied Maths NV/
Inc.), empleando el coeficiente binario Dice y
la media aritmética UPGM (Unweighted Pair
Group Method), con ajustes de tolerancia y op-
timizacion del 1% para crear el dendograma.
La posicion de las bandas en cada gel se nor-
malizé empleando el marcador de peso mole-
cular 100 pb Ladder (New England Biolabs®
Inc.) como un estdndar de referencia externo.

El MLST se realiz6 de acuerdo a Diancourt
y col. (14) (Tabla I). Después de la amplifica-
cion por PCR, los fragmentos fueron secuen-
ciados por Macrogen, Corea. Los alelos y las
ST fueron asignados por el sitio web del MLST
de Klebsiella pneumoniae (http://www.pasteur.
fr/recherche/genopole/PF8/mlst/Kpneumo-
niae.html). Para establecer las relaciones en-
tre las secuencias tipo, se emple6 el algoritmo
goeBURST (15) implementado en el softwa-

re PHYLOViZ (http://goeburst.phyloviz.net/)
(16). Los Complejos Clonales (CC) fueron defi-
nidos a nivel de variantes tanto en un solo locus
(SLV) como en dos (DLV) y tres locus (TLV).

Ensayos de conjugacion

Se realizaron ensayos de conjugacion con
el fin de determinar si los genes blaKPC se en-
cuentran en moléculas de ADN plasmidico mo-
vilizables. Se emplearon como cepas donantes
los aislados de K. pneumoniae productores de
carbapenemasas KPC y sensibles a rifampici-
na, mientras que como cepa receptora se em-
pled a Escherichia coli J-62 (F~, his, pro, trp,
lac, RIF?). Las transconjugantes fueron selec-
cionadas en placas de agar LB suplementa-
do con ampicilina (100 pg/mL) y rifampicina
(50 pg/mL). La presencia del gen blaKPC en
las transconjugantes fue confirmada por PCR.

RESULTADOS

Recoleccion de aislados clinicos

Se seleccionaron 32 aislados clinicos de K.
pneumoniae, 10 de ellos provenientes de la Ciu-
dad Hospitalaria “Dr. Enrique Tejera” (CHET)
y 22 del Servicio Autonomo Hospital Univer-
sitario de Maracaibo (SAHUM). El servicio
de procedencia de las muestras fue variado, 13
(43,3%) provenian de la unidad de terapia inten-
siva de adultos y 8 (26,7%) de terapia intensiva
pediatrica, seguida de 4 (13,4%) de medicina in-
terna, 3 (10%) del servicio neonatal y 1 (3,3%)
de observacion de adultos y pediatria, respecti-
vamente. Hubo 2 aislados del CHET que no te-
nian la informacion correspondiente al servicio
de procedencia.

Criterios de seleccion de los aislados de K.
pneumoniaey pruebas de sensibilidad a
antibioticos

Todos los aislados fueron resistentes a ce-
falosporinas de tercera generacion y carbapene-

Investigacion Clinica 58(1): 2017

03/04/2017 09:34:46 a.m.



clin-1- 1547.indd 14

Epidemiologia molecular de Kiebsiella pneumoniae productoras de KPC. 9

mes ensayados. Asi mismo, todos los aislados
fueron positivos para las pruebas fenotipicas
THM y Test AFB, lo cual indica que son presun-
tos productores de carbapenemasas tipo KPC.

Deteccion del gen blaKPC y determinacion
de su entorno genético

El gen blaKPC fue detectado en los 32 aisla-
dos evaluados y se pudo determinar que el alelo
circulante fue KPC-2 para todos ellos. Con res-
pecto al entorno genético de los genes, se de-
tecto en los 32 aislados un producto de PCR de
703 pb, el cual ha sido asociado con la variante
“b” del transposon Tn4401. La secuencia de in-
sercion ISKpn6 y el gen tnpA también fueron
amplificados en los 32 aislados. Sin embargo,
para ninguno de ellos se obtuvieron los amplifi-
cados correspondientes a las secuencias repeti-
das invertidas del Tn4401 descritos por Naas y
col. (5,17).

Genotipificacion molecular

El andlisis de los perfiles generados por rep-
PCR revel6 que los aislados de K. pneumoniae
productores de carbapenemasas tipo KPC eva-
luados tienen diferentes genotipos (Fig. 2), esta
tendencia también se pudo apreciar cuando se
realizd el analisis por MLST. Aunque se repor-
tan 9 secuencias tipo diferentes, ninguna se en-
contrd en ambos hospitales. Asi tenemos que en
el SAHUM se localizaron los siguientes genoti-
pos: ST14 en los servicios de neonatal y terapia
intensiva, ST45 en terapia intensiva de adultos y
pediatrica, ST147 en los servicios de neonatal y
terapia intensiva de adultos, ST273 en neonatal,
pediatria y terapia intensiva pediatrica, ST833
en terapia intensiva y ST1035 en el servicio de
terapia intensiva pediatrica (Figs. 2 y 3). Mien-
tras que en el CHET se identificaron los siguien-
tes genotipos: ST437 localizado en los servicios
terapia intensiva y medicina interna, ST1535 y
una secuencia tipo nueva, ST1858, que fue de-
positada en la base de datos de K. pneumoniae,

y se encontraba en el servicio de terapia intensi-
va de adultos (Figs.2 y 3).

Conrespecto a los perfiles generados por rep-
PCR para los aislados procedentes del CHET, se
pudo determinar que hay 3 grupos, y en dos de
ellos, sus miembros mantienen una relacion ge-
nética clonal. El primero estd conformado por
los aislados HCV25 y HCV67, mientras que
el segundo por los aislados HCV13, HCV19,
HCV23 y HCV66 (Fig. 2). Estos hallazgos fue-
ron confirmados usando la técnica MLST, cuyos
resultados indican que los aislados de cada uno
de los grupos comparten la misma secuencia
tipo, siendo para el primer grupo, la ST1858,
mientras que para el segundo, la ST437 (Fig. 3).
Finalmente, se pudo comprobar que los aislados
HCV12, HCV20, Kpn10346 y Kpnl126169 se
pueden considerar estrechamente relacionados
(Fig. 2). En este caso, los resultados del MLST
indican que tres de estos cuatro aislados com-
parten la misma secuencia tipo, la ST437, mien-
tras que Kpn126169, es portador de la ST1535
(Fig. 3). Con respecto a los perfiles generados
por rep-PCR para los aislados procedentes del
SAHUM, se pudo determinar que hay 6 grupos,
5 de los cuales mantienen una relacion clonal
entre sus miembros. El grupo 1 esta constituido
por los aislados HUZ1, HUZ2, HUZ3 y HUZ4;
el grupo 2 por las muestras HUZS, HUZ6 y
HUZ7; el grupo 3 por los aislados HUZ9 y
HUZ10; el grupo 4 por las muestras HUZ17,
HUZ19, HUZ20 y HUZ22; y el grupo 5 por los
aislados HUZ21, HUZ23, HUZ24 y HUZ25
(Fig. 2). Los resultados obtenidos por rep-PCR
indican que los grupos 1 y 2 estan posiblemente
relacionados, mientras que los grupos 2, 3,4y 5
estan estrechamente relacionados. Sin embargo,
los resultados del MLST indican que todos los
aislados que forman parte del grupo 1y 2 tienen
la ST273, mientras que los aislados que forman
parte del grupo 3 y 4, tienen la ST14 y ST147,
respectivamente. En el grupo 5, aun cuando los
aislados pueden ser considerados clones por rep-
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Fig.2. Relacion genética de los 32 aislados de K. pneumoniae productores de blaKPC-2 (Bionumerics version 7.5,
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Maracaibo” (SAHUM) y en B) Ciudad Hospitalaria “Dr. Enrique Tejera” (CHET).

Fig.3. Porcentaje de las Secuencias Tipo (ST) encontradas en A) “Servicio Autonomo Hospital Universitario de
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PCR, difieren en la secuencia tipo. Las muestras
HUZ21, HUZ23 y HUZ2S5 pertenecen al ST45,
mientras que la HUZ24 a la ST273. Finalmen-
te, el grupo 6 esta constituido por los aislados
HUZ11, HUZ12, HUZ13 y HUZI15, que estan
estrechamente relacionados entre si y pertene-
cen a la ST833; y la muestra HUZ14, que tiene
un perfil tnico y pertenece al ST14 (Fig. 3).

Los resultados obtenidos aplicando el al-
goritmo goeBURST indican que, al evaluar los
perfiles alélicos usando como parametros que
los STs compartan 6 (SLV) o 5 (DSV) de los
7 genes con al menos otro miembro del grupo,
se observa que tanto los STs 273 y 147 (ambos
ubicados en el SAHUM) como los STs 437 y
833 (ubicados en CHET y SAHUM, respectiva-
mente), se agrupan en un mismo CC, mientras
que el resto de los STs permanecen sin agrupar-
se (“singletons”) (Fig. 4A). Al usar como para-
metro que los STs en el mismo grupo compartan
al menos 4 de los 7 genes (TLV) con al menos
otro miembro del grupo, se encontraron los mis-
mos CC mencionados previamente, pero ade-
mas se puede observar que el ST14, aislado en
el SAHUM, es un TLV del ST437, aislado en el
CHET (Fig. 4B).

Ensayos de conjugacion

Veintiocho de los 32 aislados (87,5%) de
K. pneumoniae productores de carbapenema-
sas tipo KPC fueron capaces de transferir el gen
blaKPC a la cepa receptora E. coli. J-62, mien-
tras que cuatro aislados (12,5%) no lo hicieron
bajo las condiciones ensayadas. La presencia
del gen b/aKPC fue confirmada por PCR en to-
dos los transconjugantes, lo que indica que los
genes se encuentran en plasmidos conjugativos.
Los aislados provenientes del SAHUM que no
conjugaron fueron HUZ2 y HUZ4. Ambos per-
tenecen a la misma secuencia tipo (ST273) y
proceden del servicio de terapia intensiva pedia-
trica. Del CHET, los aislados que no conjuga-
ron fueron la muestra HCV67, con la secuencia

tipo ST1858 y localizada en la sala de terapia
intensiva de adultos, y Kpn10346 con ST437,
de la cual no se obtuvo informacién acerca de
su ubicacion.

DISCUSION

Los carbapenemes han sido el tratamiento
de eleccion para las infecciones causadas por
enterobacterias productoras de P-lactamasas
de espectro extendido (BLEE), sin embargo, su
uso ha traido como consecuencia la seleccion
de bacterias resistentes (18). Aunque la resis-
tencia a carbapenemes en enterobacterias es to-
davia poco comun en Venezuela, es importante
destacar que generalmente el gen blaKPC se
localiza en elementos genéticos moéviles como
transposones y plasmidos que tienen capacidad
de transmitirse de forma horizontal entre bac-
terias (5). Por este motivo, es muy importante
tomar medidas de control eficaces que permitan
la deteccion rapida de bacterias portadoras del
gen blaKPC con el fin de evitar su diseminacion
a nivel hospitalario. En este estudio se integran
los datos clinicos y moleculares de aislados de
K. pneumoniae provenientes de dos hospitales
publicos ubicados en los estados Carabobo y
Zulia, y en el que ademas, se pudo determinar la
presencia de los alelos 6/aKPC y de los genoti-
pos circulantes.

Un total de 21 de los 32 (70%) aislados de
K. pneumoniae carbapenemes resistentes pro-
vienen de terapia intensiva de adultos y nifios,
mientras que el 30% restante fueron aislados de
las areas de medicina interna, servicio neona-
tal, observacion de adultos y pediatria, lo cual
significa que estas bacterias se encuentran am-
pliamente distribuidas en diferentes servicios de
ambos hospitales, que son considerados centros
de alta complejidad debido a que estan clasifi-
cados dentro del sistema de salud venezolano
como tipo IV.

Se han descrito 23 variantes del gen blaKPC
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Fig.4. Grupo generado con goeBURST de aislados de K. pneumoniae productores de carbapenemasas tipo KPC que
comparten A) al menos 6 (SLV) y 5 DLV) genes de los evaluados y B) al menos 3 (TLV) de los 7 genes eva-
luados en el esquema del MLST. El color verde representa al genotipo ancestral hipotético, el negro conecta
los STs relacionados, mientras que el color azul relaciona a los STs que difieren en 3 genes (TLV).

(desde KPC-2 hasta KPC-24) (http://www.lahey.
org/studies/other.asp#tablel),y en este estudio
se pudo determinar que los 32 aislados evalua-
dos eran portadores del alelo KPC-2, uno de los
mas distribuidos a nivel mundial (19,20)inclu-
yendo paises de América del Sur como Colom-
bia (21-23), Brasil (24-27), Argentina (28,29) y
Venezuela (7). Con respecto al ambiente gené-
tico que rodea al gen b/aKPC, se ha descrito a
nivel mundial que este gen generalmente se en-
cuentra asociado al elemento movil Tn4401, el
cual también estd compuesto por los genes que
codifican para una transposasa y una resolvasa y

dos secuencias de insercion (/SKpn6 y ISKpn7)
(5). Hasta el momento, se han descrito 5 isofor-
mas del transposon (a-e), que se diferencian por
polimorfismos localizados hacia el extremo 5°
del gen blaKPC. En este estudio se encontrd que
el gen blaKPC-2 estd asociado con la isoforma
“b” del transposon Tn4401 en los 32 aislados
estudiados, la cual se ha descrito en diversos
paises como EUA (20), Grecia (30), Colombia
(11)y Brasil (4). En este estudio no se obtuvie-
ron los amplificados correspondientes a las se-
cuencias repetidas invertidas de las regiones que
flanquean al transposon Tn4401, al igual que lo
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han reportado Pereira y col. (17), lo que sugiere
que los sitios de insercion del elemento movil
podrian ser diferentes a los descritos en el ais-
lado de K. pneumoniae mencionados por Naas
y col. (5).

Con respecto a la genotipificacion molecu-
lar de los aislados de K. pneumoniae a través del
rep-PCR y MLST, se pudo evidenciar que hay
una diversidad de genotipos circulando en am-
bos hospitales (Figs. 2 y 3). Sin embargo, aun-
que rep-PCR es una técnica sencilla, rapida, de
relativo bajo costo con excelente reproducibili-
dad, tiene la desventaja de poseer una versatili-
dad y poder de resolucion menor que el MLST
(31,32). Es por este motivo, que esta técnica
suele utilizarse como primer paso ante un estu-
dio epidemiologico y se debe complementar con
otra técnica que tenga un poder de discrimina-
cion mayor como el MLST(33). Los resultados
de este estudio indican que las secuencias tipo
obtenidas a través de MLST y los perfiles de
bandas por rep-PCR, se correlacionan en gran
medida. Sin embargo, hay aislados que por rep-
PCR se encuentran estrechamente relacionados
pues tienen patrones de bandas que varian en
2 bandas, pero tienen la misma secuencia tipo,
como por ejemplo HCV13 y HCV20. Esto pue-
de deberse a que en el genoma de estas bacte-
rias ocurrié algun cambio, como una insercion
o una delecién, lo cual provocd una variacion
en el patrén de bandas pero no afectd ningu-
no de los 7 genes secuenciados en el esquema
de MLST para K. pneumoniae. Los resultados
indican que el SAHUM fue el que mostr6 una
mayor diversidad genética debido, muy pro-
bablemente, a que habia un mayor nimero de
aislados procedentes del mencionado hospital.
Entre los 32 aislados de K. pneumoniae porta-
dores del gen blaKPC-2, se encontraron 9 STs
establecidos por MLST (Figs. 2y 3) y 7 perfiles
indistinguibles por rep-PCR (Fig. 2). El 66,6%
de los genotipos se encontrd en el SAHUM,
mientras que el 33,3% restante en el CHET y

ninguna de las secuencias tipo se encontraron de
forma compartida entre ambos hospitales (Tabla
I1). La ST437 ubicada en los servicios de tera-
pia intensiva y medicina interna de adultos del
CHET, y la ST833(34) localizados en el servicio
de terapia intensiva de adultos del SAHUM, re-
presentan el 31,25% (n = 10/32) de los aislados
y forman parte del mismo CC (Fig. 4). Ambos
genotipos son variantes en un locus (fonB) de
las secuencias tipo ST258, que a su vez forman
parte del Grupo Clonal 258 (GC258), que inclu-
ye los genotipos mas exitosos para dispersar los
genes blaKPC a nivel mundial. Mientras que
en Venezuela es la primera vez que se reporta la
presencia de GC258, éste ha sido reportado en
paises como: China (35), Corea (36,37),Hungria
(38), Polonia (39), Brasil (4,40,41), Grecia (30)
Espana (42) e Inglaterra (43). La ST437 se ha
conseguido en Brasil, tanto en aislados clinicos
(4,40,41,44-46) como en aislados procedentes
de rios urbanos ubicados al sureste de ese pais
(47). La secuencia tipo ST833 se ha reportado
principalmente en Israel (34), pero también se
ha conseguido en Italia (48), especificamente en
un aislado clinico de K. pneumoniae productor
de carbapenemasa tipo KPC-2 proveniente de
un hemocultivo de un paciente de tres afios de
edad procedente de Venezuela que fue admitido
en el Hospital Pediatrico de Trieste para some-
terse a un trasplante de médula. Es importan-
te mencionar que el estudio epidemioldgico de
aislados clinicos de K. pneumoniae productores
de carbapenemasas tipo KPC que estamos desa-
rrollando en Venezuela, ha permitido evidenciar
la presencia del ST833 en otros 2 estados dife-
rentes: Distrito Capital (datos no publicados) y
Anzodategui (49) (Tabla II).

El segundo ST mas comun en este estudio es
el ST273, el cual representa el 25% (n = 8/32)
de los aislados y es variante en un locus (tonB)
de la secuencia tipo ST147, que a su vez estad
representada por 4 aislados (12,5%). Ambos
genotipos se encuentran en el SAHUM (Tabla
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TABLA II ,
SECUENCIAS TIPO REPORTADAS DURANTE LA REALIZACION DE
ESTE ESTUDIO
ST Hospital de procedencia  Localizacion a nivel Genes bla asociados a las ST
mundial
14 SAHUM India, Reino Unido, CTX-M-1, NDM-1, OXA-48,
Suecia, Finlandia SHV, OXA-1, OXA-181
45 SAHUM Brasil, Japon, Irlanda CTX-M-15, SHV-1, OXA-1
147 SAHUM Grecia, Italia KPC-2
273 SAHUM Rusia, Italia KPC-2, KPC-3
437 CHET Brasil KPC-2
833 SAHUM Italia, Venezuela KPC-2
1035 SAHUM Brasil No se han descrito
1535 CHET Japon No se han descrito
1858 CHET Venezuela (este estudio) KPC-2

ST: secuencia tipo, SAHUM: Servicio Autonomo Hospital Universitario de Maracaibo, CHET: Complejo Hospitalario

Dr. Enrique Tejera.

II) y forman parte del mismo Complejo Clonal
(Fig. 4), el CCl147, el cual ha sido encontrado
principalmente en Israel (34) y ha sido asociado
a la produccion de diferentes tipos de carbape-
nemasas como: VIM (50-52), NDM (53,54) y
KPC. Precisamente, se ha reportado el ST147 en
aislados de K. pneumoniae productores de car-
bapenemasas tipo KPC-2 en Grecia (30) e Italia
(55). Por su parte, el genotipo ST273, ha sido
asociado previamente con aislados productores
de CTX-M-15 en paises como Hungria (56), Ita-
lia (57), Espafia (58) y Tunes (59). Ademas se
ha encontrado este ST en paises como Noruega
e Italia (60), asociados a la produccion de B—
lactamasas como VIM, SHV y TEM, asi como
productores de carbapenemasa tipo KPC-2 en
Rusia (61) y tipo KPC-3 en Italia (62) (Tabla II).

El Grupo Clonal 15 (GC15), compuesto
por las secuencias tipo ST14/15, ha sido re-
portado de forma frecuente como productor
de BLEE vy otras B—lactamasas a nivel mundial
(34,53,56,63-66). Especificamente, la ST14 se

ha relacionado frecuentemente como portado-
ra de genes del tipo blaCTX-M grupo 1 (53),
blaNDM-1, blaOXA-48, blaSHV, blaOXA-1 y
blaOXA-181 (53,67-70). Sin embargo, hasta la
fecha este genotipo, localizado en el SAHUM,
no habia sido asociado con la produccion de
carbapenemasas tipo KPC-2, como se hace en
este estudio (Tabla IT). Por su parte, la secuencia
tipo ST45 ha sido reportada en tres paises: Bra-
sil (71), Japon (72) e Irlanda (70). En todos los
casos ha sido relacionada con la produccion de
B-lactamasas como: CTX-M-15, SHV-1y OXA-
1 pero este también nunca antes como produc-
tora de carbapenemasas tipo KPC-2 (Tabla II).
Otros genotipos observados durante la realiza-
cion de este trabajo, como ST1035 y ST1535,
no han sido reportados previamente, por lo tan-
to, no se han relacionado con la produccion de
carbapenemasas tipo KPC. Sin embargo, en la
base de datos del Instituto Pasteur que maneja
el MLST de K. pneumoniae, se puede eviden-
ciar que la ST1035 ha sido detectada en Rio
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de Janeiro, Brasil, mientras que la ST1535 ha
sido aislada en Kyoto, Japon. Adicionalmente,
en este estudio reportamos una secuencia tipo
nueva, ST1858, que fue depositada en la base de
datos de K. pneumoniae (Tabla II).

Los resultados obtenidos usando el algo-
ritmo goeBURST indican que hay 2 comple-
jos clonales formados por los STs 273/147 y
437/833, que comparten 6 de los 7 genes eva-
luados por MLST (Fig. 4). Sin embargo, debi-
do a la presencia de 5 STs que permanecen sin
agruparse en CC y debido a que el numero de
STs es tan pequefio y tan variable entre sus loci,
la herramienta no puede diferenciar un genoti-
po ancestral hipotético. En general, los resulta-
dos de genotipificacion obtenidos en este estu-
dio sugieren que la diseminacion de los genes
blaKPC-2 en ambos hospitales ocurre a través
de genotipos que forman parte de clones epidé-
micos como: GC258, CC147 y GC15, los cuales
representan el 66,6% (n = 6/9) de los genotipos
en este estudio, y que ademas se han descrito
como exitosos para propagar los genes blaKPC
a nivel mundial.

Los ensayos de conjugacion realizados
usando como cepas donantes los aislados de K.
pneumoniae portadores del gen blaKPC, indi-
can que el 87,5% contenian el gen en plasmidos
que eran transferibles horizontalmente a través
del proceso de conjugacion. En conjunto, estos
resultados indican que aun cuando los aislados
compartan 0 no una secuencia tipo, lo que esta
contribuyendo a la resistencia a carbapenemes
mediada por el gen b/aKPC es el ADN plasmi-
dico de cada una de las muestras, por lo que se-
ria importante aislarlos y evaluar su perfil. Estos
resultados ponen de manifiesto la importancia
de los plasmidos en la diseminacion del gen
blaKPC en las diferentes salas de un hospital y a
su vez resalta la necesidad de tomar las medidas
de control que eviten su diseminacion a nivel
intra e interhospitalario.

Conocer la epidemiologia molecular de ais-

lados clinicos de K. pneumoniae productoras de
carbapenemasas tipo KPC es un paso importan-
te hacia el desarrollo de estrategias especificas
para prevenir la propagacion de este patdogeno
resistente a multiples drogas en nuestro pais.
Hay evidencia de que en Venezuela la expan-
sion del gen blaKPC-2 se produce a través de
la dispersion del transposon 7n4401b, que se
localiza generalmente en plasmidos conjugati-
vos. En este trabajo se han descrito 9 genotipos
circulantes en dos hospitales publicos del pais.
El 66,6% (n = 6/9) de los genotipos pertenecen
a clones epidémicos como: GC258, CC147 y
GC15, los cuales se han descrito como exito-
sos en la dispersion de los genes blaKPC a nivel
mundial. Esto podria significar que en Vene-
zuela, la propagacion de los genes que codifi-
can para carbapenemasas tipo KPC puede estar
favorecida por su localizacion en plasmidos y
transposones, y también por clones eficientes.
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