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RESUMEN

Introduccion: el incremento en la resistencia a aminoglucdsidos y quinolonas es un grave problema para el tratamiento de las infecciones
a nivel mundial. Sin duda uno de los factores que ha contribuido a este incremento, es la gran plasticidad que poseen para adquirir
genes que le confieren resistencia a los antimicrobianos. Objetivo: determinar los patrones y genes de resistencia a aminoglucdsidos y
quinolonas en cepas de K. pneumoniae aisladas de dos unidades del Hospital Universitario de los Andes Mérida. Venezuela en 2007y 2009.
Materiales y Método: evaluaron 39 cepas de K. pneumoniae aisladas en la unidad de alto riesgo neonatal y unidad de cuidados intensivos
de adultos. La sensibilidad antimicrobiana se determiné mediante la prueba de difusién del disco y por E-test. La deteccién de los genes
aac(3)-lla, aac(6)-1b, arma, rmt, qnrA, gnrB y gnrS se realizé por PCR y posterior secuenciacién. Resultados: el 100% de las cepas aisladas
en 2007 portaban el gen aac(6)-Ib, mientras que el 57% de las cepas aisladas de la misma unidad y de la unidad de cuidados intensivos de
adultos en el afio 2009 portaban los genes de resistencia aac(3)-lla, aac(6)-Ib. La resistencia a quinolonas se observé en el 88,8% de las
cepas aisladas de la y portaban el gen gnrB. Conclusiones: la resistencia a los aminoglucésidos en las cepas aisladas en la unidad de alto
riesgo neonatal estuvo mediada por los genes genes aac(3)-lla y aac(6)-Ib. Mientras que la resistencia a quinolonas se presento en las
cepas aisladas de la unidad de cuidados intensivos de adultos mediadas por el gen gnrB. MED.UIS. 2016;29(2):21-30.

Palabras clave: Klebsiella pneumoniae. Factores R. Quinolonas. Resistencia a Medicamentos.

Aminoglycoside and quinolone resistance in strains of Klebsiella pneumonia isolated from
two units of intensive care unit of the University of the Andes Hospital, Merida, Venezuela
between 2007 and 2009

ABSTRACT

Introduction: aminoglycoside and quinolone resistance is serious problem for the treatment of infections worldwide.Without doubtone
of the factors that has contributed to the increase in the resistance in enterobacteria, is the great plasticity that possess the
bacteria of this family to acquire genes that confers resistance to antimicrobials. Objective: to determine the patterns of resistance to
aminoglycosides and quinolones in strains of Klebsiella pneumoniae isolated from two intensive care units of the Universidad de los
Andes, Merida, Venezuela. Methods: weevalvated with 39 K. pneumoniae strains isolated in neonatal high risk unit and adult intensive
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care unit. Antibiotic susceptibility was tested by the disk diffusion method and by the E-test method. Detection of aac (3)-Ila, aac (6)-Ib,
arma, rmt, qnrA, gnrS qnrB genes was carried out by PCR and subsequently sequenced. Results: 100 % of the strains isolated in 2007 were
carriers of the gene aac(6)-1b , while 57% of the strains isolated from the same unit and the in the year 2009 were carriers of resistance
genes aac(3)-lla, aac(6)-b. The resistance to quinolones were observed in the 88.8% of the strains of Klebsiellaisolated from the AICU
and were carriers the gnrB gene. Conclusions: the resistance to aminoglycosides in strains isolated in the neonatal high risk unit was
mediated by genes aac(3)-lla and aac(6)-Ib. While the resistance to quinolones was presented inthe strains isolated from the adult
intensive care unit mediated by the gnrB gene. MED.UIS. 2016;29(2):21-30.

Keywords: Klebsiella pneumoniae. R Factors. Quinolones. Drug Resistance.
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INTRODUCCION

El uso continuo e indiscriminado de los
antimicrobianos en los hospitales y la falta de
control para su uso por la poblacién en general,
ha llevado a la seleccién de microorganismos
resistentes y por tanto, al incremento en la
dificultad en el tratamiento de las infecciones
por estos'. La resistencia a los aminoglucdsidos
ha sido reportada frecuentemente ligada a la de
los antibidticos B-lactamicos, ya que las enzimas
modificadoras suelen estar codificadas en plasmidos
que portan genes codificadores de B-lactamasas®3.
La gentamicina es un aminoglucdsido ampliamente
utilizado para el tratamiento de las infecciones
nosocomiales, como lo reportan varios estudios, los
cuales describen brotes epidémicos causados por
cepas de Klebsiella pneumoniae resistente a este
farmaco, con capacidad de diseminacién horizontal
mediante plasmidos conjugativos que pueden
portar otros determinantes de resistencia*®.

La resistencia a los aminoglucdsidos puede presentarse
por tres mecanismos principales: resistencia
ribosémica, transporte insuficiente y modificacion
enzimdtica del antibidtico, siendo este ultimo el
mecanismo principal. Dicha resistencia es producida
por diversas enzimas como acetilasas, adenilasas
y fosfatasas, las cuales modifican los grupos
hidroxilos o aminos en los residuos amiciclitol del
antibidtico, originando un compuesto que tiene
baja afinidad por el ribosoma bacteriano’. También
se han descrito distintos genes responsables de la
metilacion postranscripcional del ARN ribosdmico
(arma, rmt o npmA) con una prevalencia moderada
y geograficamente dependiente. En este estudio, la
resistencia observada suele ser de alto nivel a todos
los aminoglucdsidos, excepto neomicina®.
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Por otra parte, se ha observado que la incidencia
de resistencia a las fluoroquinolonas también se
ha incrementado en los dltimos afios en todas las
especies bacterianas. Dicha resistencia se ha descrito,
principalmente, en aislamientos nosocomiales.
Desde 1998 se empezaron a describir mecanismos de
resistencia de origen plasmidico, como la proteccidon
de la diana por proteinas Qnr, la modificacién de
las quinolonas por la acetiltransferasa aac(6’)-
Ib-cr, o las bombas de expulsién activa QepA y
OgxAB®™, La resistencia de los aminoglucdsidos y
quinolonas en las enterobacterias se ha convertido
en un grave problema para el tratamiento de
las infecciones causadas por estas bacterias
en las unidades de cuidados intensivos en los
hospitales a nivel mundial®™. Debido a la escasa
informacién en Venezuela acerca de la presencia
de estos determinantes en cepas hospitalarias de
enterobacterias, se propuso el presente estudio
para determinar los diferentes patrones de
resistencia a los aminoglucdsidos y quinolonas, asf
como los genes que los codifican en las cepas de K.
pneumoniae resistentes aisladas de dos unidades
de cuidados intensivos del Hospital Universitario de
los Andes.

MarteriALEs Y METODOS

Se analizaron 39 cepas de K. pneumoniae
multirresistente aisladas de pacientes hospitalizados
en las unidades de Unidad de Alto Riesgo Neonatal
(UARN) y del medio ambiente durante los periodos
de febrero a junio de 2007 y junio a noviembre de
2009, asi como cepas de K. pneumoniae aisladas
en la Unidad de Cuidados Intensivos de Adultos
(UCIA), durante el periodo comprendido entre junio
y noviembre de 2009 en el Hospital Universitario de
los Andes. Como criterio de inclusién se considerd la
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seleccién de todas las cepas de K. pneumoniae con
sensibilidad disminuida a cefalosporinas de tercera
generacién, aminoglucdsidos y quinolonas aisladas
de ambos periodos en las diferentes unidades de
cuidados intensivos y se excluyeron aquellas que
presentaron un perfil de sensibilidad.

Se incluyeron cinco cepas de K. pneumoniae aisladas
de neonatos hospitalizados en la UARN durante los
meses de febrero y marzo de 2007 a consecuencia de
un brote, asi como siete cepas obtenidas durante el
muestreo microbioldgico que se realizé en la unidad
para determinar la posible fuente de infeccion®.
También se incluyeron cuatro cepas de K. pneumoniae
aisladas posteriormente durante el mismo periodo.

Dos afios después, de junio a noviembre de 2009, se
realizé un nuevo muestreo enla UARN conlos mismos
criterios de seleccién para evaluar la evolucién del
brote, aislandose 14 cepas de K. pneumoniae de la
sangre de los neonatos hospitalizados. Asi mismo,
con la finalidad de detectar la posible diseminacién
de cepas de K. pneumoniage multirresistente a
otras unidades del Instituto Auténomo Hospital
Universitario de los Andes, también se incluyeron
en este estudio nueve cepas con el mismo patrdn
de resistencia aisladas de pacientes ingresados en la
UCIA de junio a noviembre de 2009.

El procesamiento de las muestras y el estudio
microbioldgico se llevd a cabo en el Laboratorio de
Bacteriologia Anaerdbica “Dr. Roberto Gabaldén”,
del Departamento de Microbiologfa y Parasitologia de
la Facultad de Farmacia; y el estudio Molecular en el
Laboratorio de Biomedicina Experimental (LABIOMEX)
de la Facultad de Ciencias de la Universidad de los
Andes.

La sensibilidad a los antimicrobianos se corrobord
mediante la prueba de difusién de disco-placa en
agar Mueller-Hinton. Los antibidticos probados
fueron los siguientes: a) Quinolonas: acido nalidixico
(30 pg BD BBL TM), ciprofloxacina (5ug BD BBL TM);
b) Aminoglucésidos: gentamicina (1opg. BD BBLTM),
amikacina (3opg. BD BBL TM), tobramicina (3oug. BD
BBL TM), se utilizé como cepa control a Escherichia
coli ATCC 25922. La concentraciéon minima inhibitoria
se determind por E-test (BioMérieux, Francia),
siguiendo las instrucciones de la casa comercial; la
sensibilidad de las cepas en estudio se interpreté
mediante la aplicacién de los puntos de corte del
Clinical Laboratory Standards Institute (2013)".
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CARACTERIZACION DE LOS GENES QUE CODIFICAN
RESISTENCIA A LOS AMINOGLUCOSIDOS Y
QUINOLONAS

El aislamiento de ADN se realizd resuspendiendo en
un tubo eppendorf una colonia de K. pneumoniae
proveniente de un cultivo fresco en agar MH (no
mayor de 18 horas) en 500 pl de agua destilada estéril.
Se mezcld bienlasolucidny se colocé en bafio Maria a
ebullicién por diez minutos. Luego se centrifugé a 12
000 rpm por diez minutos a temperatura ambiente.
Se transfirié el sobrenadante a un tubo eppendorf de
un mLy se almacend a -20°C para su uso. Las mezclas
de reaccién de PCR para la caracterizacién de los
genes de resistencia a aminoglucdsidos aac(3’)-
lla, aac(6’)-Ib y metilasas (armA, rmtA, rmtB) y los
de resistencia a quinolonas (gnrA, gnrB y gnrS), se
realizé en un volumen final de 25uL, que contuvo
13uL de agua destilada estéril, nueve microlitros de
Econotaqg® PLUS (Master mix), un pL de cada primer
(un micromol) y un microlitros de ADN. Se utilizaron
como controles positivos cepas previamente
caracterizadas y como control negativo el empleo
de una mezcla de los componentes de la reaccién
sin ADN molde, utilizando agua para completar el
volumen. La amplificacién de los distintos genes
se llevé a cabo con los cebadores especificos y las
siguientes condiciones (Ver Tabla 1).

Para detectar los productos de la amplificacién
se realizé una corrida electroforética en un gel de
agarosa (Agarose for Routine Use, Sigma-Aldrich,
USA) al 1% durante 60 minutos, a 100 voltios.
Posteriormente, el gel fue tefiido con bromuro de
etidio (un pg/mL) en agua destilada. Para estimar
el tamafio de los fragmentos de ADN resultante, se
utilizé un marcador de peso molecular con bandas
de concentracion definida Gene Ruler™1oobp
DNA Ladder plus (MBI Fermentas). Los patrones
resultantes se visualizaron por tansiluminacién
utilizando el Gel Doc EZ Imager con el software
ImageLab (Bio- Rad) que permite visualizar las bandas
en un ordenador y documentarlo fotograficamente.

SECUENCIACION

La secuenciacion se realizd en un secuenciador
ABI3730XL Analyzer (AB Applied Biosystems) previa
purificacion del ADN amplificado obtenido en Ia
PCR. Se utilizaron los cebadores de cada PCR a una
concentracion de diez micromol. Las secuencias
obtenidas fueron analizadas mediante el programa
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SeqgMan analyse software DNA y la pagina web
BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool)*.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un andlisis estadistico descriptivo por
medio del programa estadistico SPSS para Windows
versién 19, efectuando tablas de distribucién de
frecuencias y porcentajes simples de las variables
objeto de investigacidn.

ResuLtADOS

En este estudio se trabajé con un total de 39 cepas
de K. pneumonige multirresistentes aisladas de

MED.UIS. 201b;29(2):21-30

neonatos y medio ambiente de la UARN asi como
también de pacientes hospitalizados en la UCIA
en diferentes periodos de tiempo. El 100% de
cepas aisladas de la UARN en 2007, se mostraron
resistentes a los antibidticos betalactamicos,
especialmente a las cefalosporinas de tercera
generacion y monobactdmicos con fenotipo
de BLEE (+) ademds, se mostraron resistentes a
los aminoglucdsidos; antibidticos utilizados en
el tratamiento empirico en la unidad. El 100% de
las cepas aisladas en el 2007 eran resistentes a
gentamicina y tobramicina con concentracién
minima inhibitoria elevadas entre 128 y 64 pg/ml,
respectivamente, siendo estas cepas portadoras
del gen aac(3)-lla (Ver Tabla 2).

Tabla 1. Cebadores y condiciones utilizadas para la caracterizacion de los genes aac(3’)--lla, aac(6°)--Ib, metilasas y qnr

Tamano
PCR Cebadores Secuencias (5°-3") Condiciones Producto | Referencias
(pb)
95°C5'/95°C45""62°C45",72°C
anrA-F 5-ATTTCTCACGCCAGGATTTG-3 labadene y
45"/72°C 10'/4°C. 344
anrA-R 5-GATCGGCAAAGGTTAGGTCA-3 ) cols., 2008
30 ciclos
95°CbH'/95°C45",52°C45",72°C45"/
qgnrB-F 5-GATCGTGAAAGCCAGAAAGG-3 labadene y
Quinolonas 72°C 10'/4°C. 546
gnrB-R 5-ACGATGCCTGGTAGTTGTCC-3 ) cols., 2008
30 ciclos
95°CbH'/95°C45",52°C45",72°C45"/
qnrS-F 5- ACGACATTCGTCAACTGCAA-3 labadene y
72°C 10'/4°C. 978
anrS-R 5-TAAATTGGCACCCTGTAGGC-3 ) cols., 2008
30 ciclos
95°C5'/95°C45",52°C45",72°C45"/
aac(6')-Ib-F 5-CATGACTGAGCATGACCTT-3 Leflony
72°C 10'/4°C. 528
aac(6')-Ib-R 5-GAAGGGTTAGGCATCACT-3 ) cols., 2004
30 ciclos
95°Cbh'/95°C45",565°C45",72°C45"/
aac(3')-lla-F 5-CAATAACGGAGGCAATTCG-3 Leflony
72°C 10'/4°C. 868
aac(3')-lla-R 5-GATTATCATTGTCGACGG-3 ) cols., 2004
30 ciclos
95°C5'/95°C45""65°C45",72°C
Yany cols.,
armA-F 5-CAAATGGATAAGAATGATGT-3 45"/72°C 10'/4°C. 776 2004
30 ciclos
Aminoglucdsidos | armA-R 5 TTATTTCTGAAATCCACT-3
95°C5'/95°C45",55°C45",72°C45"/
Yany cols.,
rmtA-F 5- CTAGCGTCCATCCTTTCCTC-3 72°C 10'/4°C. 635 2004
30 ciclos
rmtA-R 5-TTTGCTTCCATGCCCTTGCC-3
95°Cb'/95°C45",55°C45",72°C45"/
Yan y cols.,
rmtB-F 5-ATGAACATCAACGATGCCCT-3 72°C 10'/4°C. 769 2004
30 ciclos
rmtB-R 5- CCTTCTGATTGGCTTATCCA-3

Fuente: Autores
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Las 14 cepas de K. pneumoniae multirresistentes
aisladas de la sangre de los neonatos durante el
2009 mostraron antibiotipos diferentes a las cepas
aisladas en el 2007 y en su mayoria con fenotipo
de BLEE (+). También se mostraron resistentes a
los aminoglucdsidos, donde el 57% era resistente
a gentamicina, amikacina y tobramicina, siendo
portadoras de los genes aac(6’)-lb y aac(3)-lla.
Ademas, es importante sefialar que tres cepas eran
portadoras del gen armA, siendo dos de estas, a su
vez portadoras del gen aac(6’)-Ib (Ver Tabla 2).

Por otro lado, el 88,8% de las cepas de K. pneumoniae
multirresistentes aisladas de pacientes con sepsis y
neumonia hospitalizados enla UCIA eran productoras
de BLEE. Adicionalmente, se observd que el 77,7% de
las cepas eran resistentes a los tres aminoglucdsidos
probados, portando los genes aac(6’)-Ib y aac(3)-lla
(Ver Tabla 2).

En relacién a la resistencia observada en ambas
unidades a las quinolonas, el 100% de las cepas
aisladas de la UARN en los dos periodos 2007 y
2009 se mostraron sensibles; mientras que el 88,8%
cepas de Klebsiella aisladas de la UCIA se mostraron
resistentes a las quinolonas con concentracién
minima inhibitoria elevadas para acido nalidixico y
ciprofloxacina; y portaban el gen gnrB. (Ver Tabla
3). Es importante destacar que ninguna de las cepas
aisladas de ambas unidades en los dos periodos de
tiempo portaba los genes de resistencia gnrA, gnrs,
rmtAy rmtB.

Discusion

Numerosos estudios han explorado la relacion
entre el consumo de un antibidtico y la resistencia
a este. Sin embargo, la existencia simultanea de
distintos mecanismos de resistencia en las llamadas
bacterias multirresistentes podria promover el
fendmeno de co-seleccién, mediante el cual el
uso de un antimicrobiano de alto consumo en el
hospital seleccionaria subpoblaciones de bacterias
resistentes a otros farmacos de estructura quimica
diferente*. Los hospitales venezolanos no han
estado ajenos a esta situacién, por lo que el
conocimiento de los mecanismos de resistencia, asi
como la ubicacién de los genes implicados en dicha
resistencia, proporcionan antecedentes importantes
para entender la situacién actual de la resistencia en
el pais, especialmente, si se consideran antibidticos
de frecuente uso a nivel hospitalario como son las
quinolonas, aminoglucdsidos y los B-lactamicos.
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El principal mecanismo de resistencia
a aminoglucésidos es la  produccién de
enzimas modificantes (acetiltransferasas,

nucleotidiltransferasas y fosfotransferasas), las
cuales han generando diferentes patrones de
resistencia cada una. La coexistencia de mas de
una de estas genera patrones de resistencia a
aminoglucdsidos que dificultan la interpretacion
del antibiograma®?4. También se han descrito
alteraciones en la dianas a nivel ribosémico o por
metilacion del 16s ARN, mediados en este ultimo
caso, por genes que codifican las metilasas de tipo
arm o rmt?2°,

En este estudio se detectd resistencia a los
aminoglucdsidos, grupo de antibidticos utilizados en
el tratamiento empirico en las unidades. Las cepas
aisladas en el 2007 en la UARN mostraron el fenotipo
de resistencia GEN®, TOBF, siendo portadoras del gen
aac(3)-lla®. Por otro lado, el 57% las cepas aisladas de
la misma unidad en el aflo 2009 mostraron el fenotipo
de GENR, TOBR, AK?y portaban los genes de resistencia
aac(6)lby aac(3)lla, aligual que el 77,7% de las cepas de
Klebsiella aisladas de la UCIA. Resultado que coincide
con lo reportado en otros estudios como el realizado
por Guzman y cols* donde reportan una frecuencia
del 72% para el fenotipo de resistencia (amikacina,
tobramicina, kanamicina y gentamicina); este fenotipo
es poco usual y su presencia puede sugerir que en las
cepas existia una combinacidn de las enzimas AAC(6)
1Y AAC(3).

Neonakis y cols.,” reportan que cuando existe esta
asociaciéon de enzimas se produce una combinacién
de amplio espectro capaz de inactivar a casi todos los
aminoglucdsidos disponibles, lo que coincide con los
resultados de este estudio. Esta asociacién es posible
puesto que estas enzimas se pueden encontrar en
pldsmidos, asociadas a transposones e integrones
y, ocasionalmente, pueden estar codificadas en el
cromosoma bacteriano.

En otros estudios realizados en el Hospital Universitario
de los Andes se han reportado que la resistencia
de bacilos gramnegativos no fermentadores como
Acinetobacter sp. a los aminoglucosidos, se ha ubicado
en porcentajes que van de 25 a 100% . En un trabajo
llevado a cabo en el mismo centro hospitalario, se
identificéunbrote epidémico causado porAcinetobacter
13TU:RUH 1139, que resultaron portadores del gen que
codifica para la enzima aph -(3’)Vla, lo cual explicd, en
gran parte la resistencia observada ante amikacina,
gentamicina y kanamicina®.
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Tabla 2. Fenotipos y enzimas modificadoras de aminoglucésidos y metilasas detectados en las cepas de K. pneumonie aisladas de los recién
nacidos y adultos con infeccion nosocomial en la UARN y UCIA durante febrero-junio 2007 y junio-noviembre 2009

Cepa N° Fecha Sala Muestra CMI (ug/ml) Fenotipo Enzimas
GEN AK TOB GEN TOB AK AAC(3)IIA AAC(6)IB ArmA

1(20) 18/02/2007 UARN (A) Sangre =128(R) =2(S) =64(R) R R S + - -
2(21) 19/02/2007 UARN (A) Sangre =128(R) <2(S) =64(R) R R S + - -
3(22) 19/02/2007 UARN (A) Sangre =128(R) <2(S) =64(R) R R S + - -
4(23) 19/02/2007 UARN (A) Sangre =128(R) <2(S) >64(R) R R S + - -
5(24) 21/02/2007 UARN (A) Sangre =128(R) <2(S) =64(R) R R S + - -
6(G.jabdn) 27/02/2007 Depésito Ambiente =128(R) <2(S) =64(R) R R S + - -
7(T.jabon) 27/02/2007 UARN (t) Ambiente =128(R) =2(S) =64(R) R R S + - -
8(A jabon) 27/02/2007 UARN (A) Ambiente =128(R) <2(S) =64(R) R R S + - -
9(B jabdn) 27/02/2007 UARN (B) Ambiente =128(R) <2(S) =64(R) R R S + - -
10 Manos 27/02/2007 Personal Personal =128(R) =2(S) =64(R) R R S + - -
11 Lavabo 27/02/2007 UARN (A) Ambiente =128 (R) <2(S) =64(R) R R S + - -
12 Manilla 27/02/2007 UARN (A) Ambiente =128(R) <2(S) =64(R) R R S + - -
13(259) 07/04/2007 UARN (A) Sangre =128(R) =2(S) =64(R) R R S + - -
14(263) 09/05/2007 UARN (T) Sangre =256(R) <16(S) | =64(R) R R S + - -
15 (268) 11/05/2007 UARN (A) Sangre =256(R) =16(S) =64(R) R R S + - -
16 (270) 16/06/2007 UARN (A) Sangre =256(R) =16(S) =64(R) R R S + - -
17 (79) 18/06/2009 UARN (A) Sangre =2(S) 64(R) =64(R) S R R - + -
18(88) 19/06/2009 UARN(A) Sangre =128(R) 64(R) =128(R) R R R - - +
19(123) 21/06/2009 UARN(A) Sangre =256(R) 64(R) =2(S) R S R + - -
20 (162) 25/06/2009 UARN (A) Sangre =128(R) 128(R) =64(R) R R R + + -
21(164) 28/06/2009 UARN (A) Sangre =64(R) 64(R) =64(R) R R R + + -
22(218) 29/06/2009 UARN (A) Sangre =128(R) 64(R) =64(R) R R R - + +
23 (220) 13/07/2009 UARN (A) Sangre =64(R) 64(R) =64(R) R R R + + -
24 (228) 17/07/2009 UARN (A) Sangre =128(R) 256(R) =64(R) R R R + + -
25 (234) 27/07/2009 UARN(B) Sangre =64(R) 128(R) 64(R) R R R + + -
26 (416) 15/08/2009 UARN(T) Sangre =256(R) =128(R) | =64(R) R R R + + -
27 (577) 20/08/2009 UARN (A) Sangre =64(R) =64(R) =64(R) R R R - + +
28 (578) 23/08/2009 UARN (A) LCR =256(R) =256(R) | =64(R) R R R + + -
29 (580) 09/09/2009 UARN(T) Sangre =64(R) =128(R) | =128(R) R R R + + -
30 (620) 11/10/2009 UARN (A) Sangre =128(R) <16(S) =64(R) R S R + - -
31(09) 03/07/2009 UCIA SB <2(S) =64(R) | =64(R) S R R - + -
32(016) 05/07/2009 UCIA Sangre =1.5(S) <2(S) =1.5(S) S S S - - -
33(022) 07/07/2009 UCIA Sangre =256(R) =128(R) | =64(R) R R R + + -
34(023) 21/07/2009 UCIA Sangre =128(R) =128(R) | =64(R) R R R + + -
35 (025) 28/07/2009 UCIA Sangre =64(R) =64(R) =64(R) R R R + + -
36 (028) 04/08/2009 UCIA SB =128(R) =256(R) | =64(R) R R R + + -
37 (040) 13/08/2009 UCIA Sangre =64(R) =128(R) | =64(R) R R R + + -
38(041) 16/11/2009 UCIA SB =128(R) =128(R) | =64(R) R R R + + -
39 (044) 25/11/2009 UCIA Sangre =256(R) =128(R) =64(R) R R R + + -

GEN: Gentamicina, AK: Amikacina, TOB: Tobramicina, AAC(3) Acetiltransferasa (3), AAC(6): Acetiltransferasa (6), ARMA: Metilasas de
tipo armA, CMI: Concentracion Inhibitoria Minima (S): Sensible, (R): Resistente. UCIA: Unidad de Cuidados Intensivos Adultos, UARN
(A): Unidad de Alto Riesgo Neonatal sala A, UARN (B) Unidad de Alto Riesgo Neonatal sala B, UARN (T): Unidad de Alto Riesgo Neonatal
Terapia, SB: Secrecion Bronquial, LCR: Liquido Cefalorraquideo

Fuente: Autores
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Tabla 3. Fenotipos de resistencia a quinolonas y genes gnrB detectados en las cepas de K. pneumoniae aisladas de los recién nacidos y
adultos con infeccion nosocomial en la UARN y UCIA durante febrero-junio 2007 y junio-noviembre 2009

Cepa N2 Fecha Muestra CMI (ug/ml) Gen
Sala NA FENOTIPO CIP qnrB
CIP NA

1(24) 18/02/2007 Sangre UARN (A) <2(S) <0.06(S) S S -
2(25) 19/02/2007 Sangre UARN (A) <2(S) <0.06(S) S S -
3(26) 19/02/2007 Sangre UARN (A) =<2(S) =<0.06(S) S S -
4(27) 19/02/2007 Sangre UARN (A) <2(S) <0.06(S) S S -
5(28) 21/02/2007 Sangre UARN (A) <2(S) <0.06(S) S S -
6(G. jabon) 27/02/2007 Ambiente Depdésito =2(S) =0.06(S) S S -
7(T. jabdn) 27/02/2007 Ambiente UARN (T) <2(S) <0.06(S) S S -
8(A jabon) 27/02/2007 Ambiente UARN (A) <2(S) =<0.06(S) S S -
9(B jabon) 27/02/2007 Ambiente UARN (B) <2(S) =<0.06(S) S S -
10 Manos 27/02/2007 Personal Personal =2(S) =0.06(S) S S -
11 Lavabo 27/02/2007 Ambiente UARN (A) <2(S) <0.06(S) S S -
12 Manilla 27/02/2007 Ambiente UARN (A) <2(S) <0.06(S) S S -
13 (263) 09/05/2007 Sangre UARN (T) <1.5(S) <0.06(S) S S -
14 (268) 11/05/2007 Sangre UARN (A) <1.5(S) =<0.06(S) S S -
15 (270) 16/06/2007 Sangre UARN (A) <1.5(S) =<0.06(S) S S -
16 (273) 20/07/2007 Sangre UARN (A) <1.5(S) =<0.06(S) S S -
17(79) 18/06/2009 Sangre UARN (A) <2(S) <0.06(S) S S -
18 (88) 19/06/2009 Sangre UARN(A) =<1.5(S) <0.06(S) S S -
19 (123) 21/06/2009 Sangre UARN(A) <1.5(S) =0.06(S) S S -
20(162) 25/06/2009 Sangre UARN (A) =<1.5(S) <0.06(S) S S -
21 (164) 28/06/2009 Sangre UARN (A) =<2(S) <0.06(S) S S -
22(218) 29/06/2009 Sangre UARN (A) <1.5(S) <0.06(S) S S -
23(220) 13/07/2009 Sangre UARN (A) <1.5(S) =<0.06(S) S S -
24 (228) 17/07/2009 Sangre UARN (A) <1.5(S) <0.06(S) S S -
25 (234) 27/07/2009 Sangre UARN(B) <1.5(S) <0.06(S) S S -
26 (416) 15/08/2009 Sangre UARN(T) <2(S) <0.06(S) S S -
27 (577) 20/08/2009 Sangre UARN (A) <1.5(S) <0.06(S) S S -
28 (578) 23/08/2009 LCR UARN (A) <2(S) <0.06(S) S S -
29 (580) 09/09/2009 Sangre UARN(T) <1.5(S) <0.06(S) S S -
30 (620) 11/10/2009 Sangre UARN (A) <1.5(S) =<0.06(S) S S -
31(09) 03/07/2009 SB UCIA >64(R) >64(R) R R +
32(016) 05/07/2009 Sangre UCIA =<2(S) =<0.06(S) S S -
33(022) 07/07/2009 SB UCIA >64(R) =16(R) R R +
34 (023) 21/07/2009 Sangre UCIA =128(R) =64(R) R R +
35 (025) 28/07/2009 Sangre UCIA =64(R) =64(R) R R +
36 (028) 04/08/2009 SB UCIA =64(R) =128(R) R R +
37 (040) 13/08/2009 Sangre UCIA =128(R) =128(R) R R +
38(041) 16/11/2009 Sangre UCIA =>64(R) =128(R) R R +
39 (044) 25/11/2009 Sangre UCIA =128(R) =128(R) R R +

NA: Acido Nalidixico, Cip: Ciprofloxacina, CMI: Concentracion Inhibitoria Minima (S): Sensible, (R): Resistente

Fuente: Autores
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En el presente trabajo, es importante destacar que
tres cepas aisladas de la UARN durante el afio 2009
eran portadoras del genarmA, dos de estas portaban
también el gen aac(6’)Ib y presentaron el fenotipo
de resistencia GEN®, TOB®, AMKR. Otros reportes
describen la asociacidon entre metiltransferasas y
BLEE, siendo especialmente notable el caso de ArmA
y RmtB con CTX-M-3%. En este estudio se detectd
la asociacion de ArmA con B-lactamasas CTX-M-15
y CTX-M-2. La frecuencia de genes que codifican
metiltransferasas en K. pneumoniae fue baja (7,6%) en
este trabajo, lo que coincide con estudios reportados
en Taiwan y Shanghai, donde se han registrado
prevalencias de 0,4 %y 3,4 % respectivamente3'.

En América Latina se han reportado varios estudios
donde se han detectado estas enzimas en miembros
de la familia Enterobacteriaceae, en Brasil se describe
la enzima RmtB en cepas de E. coliy Proteus mirabilis,
también se hareportado la enzima RmtD en Chile en
aislados de Enterobacter cloacaey K. pneumoniaey en
Argentina, en cepas de K. pneumoniae®. En relacidn
a la resistencia observada en ambas unidades a las
quinolonas se puede decir que las cepas aisladas dela
UARN en los dos periodos 2007 y 2009 se mostraron
sensibles. Mientras que el 88,8% de las cepas de K.
pneumoniae aisladas de la UCIA eran resistentes
y presentaron concentracion minima inhibitorias
(entre 64-128 pg/mL) elevada a las quinolonas
probadas, 4cido nalidixico y ciprofloxacina.

Entre los DPRQ descritos en enterobacterias a nivel
mundial y en América Latina, se encuentran las
proteinas Qnr (A, S, B, Cy D), las bombas de expulsidn
QepA y OgxAB y la variante de la aminoglucésido
acetil transferasa AAC(6’)-Ib, denominada AAC(6')-
Ib-cr, capaz de acetilar ciprofloxacino y norfloxacino,
ademds de amikacina, tobramicina y kanamicina339.
Los determinantes QnrA, QnrB y QnrS han sido
identificados mundialmente en varios miembros de
la familia Enterobacteriaceae y son frecuentemente
relacionados a PLEEs, MBLs y a enzimas AmpC
mediadas por pldsmidos*#. En este estudio, el
88,8% de las cepas de Klebsiella aisladas de la UCIA
eran portadoras del gen qnrBy a su vez, portaban
genes que codificaban B-lactamasas de tipo CTX-M-2,
CTX-M-15y SHV-12.

Este es el segundo estudio realizado en el pais
donde se reportan la presencia de estos genes. El
primero realizado por Gonzdlez y cols.3, quienes
identifican los genes gnrB en el 4,7% de las cepas de
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Salmonella aisladas de heces de pacientes pediatricos
y muestras de carne de pollo, y el presente estudio
que reportaba presencia de estos genes en cepas
nosocomiales de K. pneumoniae aisladas en la UCIA
del Hospital Universitario de los Andes.

Con la proliferacion de cepas multirresistentes,
el problema de las infecciones intrahospitalarias
causadas por K. pneumoniae es ain mayor, ya que al
ser mas dificiles de tratar, dan lugar a incrementos de
las tasas de mortalidad, de las estancias hospitalarias
y de los costos de atencién. De alli la importancia
de este estudio que se basa en dar a conocer la
existencia simultdnea de distintos mecanismos de
resistencia en bacterias intrahospitalarias lo que
promueve el fendmeno de co-seleccién, mediante
el cual el uso de un antimicrobiano de alto consumo
en el hospital seleccionaria subpoblaciones de
bacterias resistentes a otros farmacos de estructura
quimica diferente. Los hospitales venezolanos no
han estado ajenos a esta situacién, por lo que el
conocimiento de los mecanismos de resistencia, asi
como la ubicacién de los genes implicados en dicha
resistencia, proporcionan antecedentes importantes
para entender la situacién actual de la resistencia en
el pais, especialmente, si se consideran antibidticos
de frecuente uso a nivel hospitalario como son las
quinolonas, aminoglucdsidos y los B-lactamicos.

CONCLUSIONES

Debido a la resistencia observada ante los
aminoglucdsidos y quinolonas en cepas de K
pneumoniae productoras de betalactamasas de
espectro extendido aisladas de dos unidades de
cuidados intensivos del Hospital Universitario
de los Andes mediadas por los genes aac(3)-lla,
aac(6)-Ib, amrA y qnrB respectivamente se concluye
que es indispensable vigilar continuamente la
diseminacion genética de dicha resistencia en las
unidades de alto riesgo del Hospital Universitario
de los Andes. Por lo que se recomienda realizar
estudios de vigilancia epidemioldgica, con el fin de
racionalizar el uso de antimicrobianos de amplio
espectro basados en la epidemiologia local y en los
mecanismos de resistencia y realizar el seguimiento
del comportamiento de la resistencia bacteriana a
betalactamicos, aminoglucdsidos y quinolonas en las
diferentes areas de atencidn de la salud del Hospital
para asi establecer medidas de prevencién de la
propagacion de dichos mecanismos.
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