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Resumen

El constante aumento de Enterobacterales productores de carbapenemasas (CPE) se constituye en un problema de salud publica a nivel mundial, por el impacto
generado en la mortalidad de los pacientes. El tracto gastrointestinal es el principal reservorio de este tipo de microorganismos, por lo cual, la colonizacién rectal se
convierte en un importante factor de riesgo para el desarrollo de posteriores infecciones. Una de las estrategias de vigilancia epidemiolégica activa, es la busqueda
de pacientes colonizados, a través de cultivos de tamizacion para detectar estos microrganismos multirresistentes.

Reportamos el caso de un paciente, con historia de sepsis de origen pulmonar, colonizado por Klebsiella pneumoniae con coproduccion de carbapenemasas NDM
+ KPC y Escherichia coli con carbapenemasa NDM. Este hallazgo es cada vez mas frecuente, lo cual implica un reto en su deteccion y diagnoéstico. Se describen
caracteristicas del paciente, procedimientos realizados y hallazgos microbiolégicos.
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Rectal colonization by Enterobacterales producing multiple carbapenemases: a co-production case report

Abstract

The constant increase in carbapenemase-producing Enterobacterales (CPE) constitutes a public health problem worldwide, due to the impact generated on the
mortality of patients. The gastrointestinal tract is the main reservoir for this microorganism, which is why, rectal colonization becomes an important risk factor for
the development of subsequent infections. One of the active epidemiological surveillance strategies is the search for colonized patients through screening cultures,
to detect these multi-resistant microorganisms.

We report the case of a patient, with a history of sepsis of pulmonary origin, colonized by Klebsiella pneumoniae with co-production of NDM + KPC carbapen-
emases and NDM carbapenemase-producing Escherichia coli. This finding is more and more frequent, which implies a challenge in its detection and diagnosis.
Patient characteristics, procedures performed and microbiological findings are described.
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Introduccion La mortalidad asociada a infecciones por bacilos Gram nega-
tivos productores de carbapenemasas puede ser superior al
40%, y los sobrevivientes tienen estancias hospitalarias pro-
longadas, con altos costos para el sistema de salud*®’. La co-

Los Enterobacterales productores de carbapenemasas (CPE)
han emergido como una importante amenaza para la salud

publica; siendo endémicos en Colombia®?3. Dentro de estas
enzimas, las mas frecuentemente identificadas son de tipo
serina principalmente Klebsiella pneumoniae carbapenemasa
(KPC). Sin embargo, desde 2011 se ha reportado un aumen-
to en la deteccion de New Delhi Metalo-f lactamasa (NDM)
cuyo reporte inicial se asocid con un brote en una Unidad de
cuidado intensivo neonatal®.

lonizacion del tracto gastrointestinal se relaciona con mayor
tasa de infeccion y mortalidad por estos microorganismos®>2.

Reportamos el caso de un paciente, con historia de sepsis de
origen pulmonar, en quien, dentro del tamizaje rectal, se do-
cumenté colonizacién por Klebsiella pneumoniae con copro-
ducciéon de carbapenemasas NDM + KPC y Escherichia coli
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productora de carbapenemasa NDM. Este hallazgo es cada
vez mas frecuente y demuestra la plasticidad genética de las
bacterias para adquirir mecanismos simultdneos de multirre-
sistencia, lo cual implica retos diagnésticos, terapéuticos y
conlleva a desenlaces clinicos desfavorables.

Descripcion del caso

Paciente de 55 afios de edad con antecedente de hiperten-
sion arterial y obesidad, quien llega a nuestro servicio de
urgencias, remitido de otra institucién, por cuadro de dolor
en epigastrio de una semana de evolucion. De manera extra-
institucional se habia definido falla cardiaca descompensada,
sin embargo, presentd rapido deterioro clinico con disfun-
ciéon multiorganica de presunto origen infeccioso asociada
a neumonia adquirida en la comunidad. Con antecedente
de trombosis de venas cava inferior, iliacas y femorales bi-
laterales. Estudios de remision reportaron aislamiento de E.
faecalis en urocultivo, sensible a ampicilina y de S. aureus
meticilino-resistente (SAMR) en hemocultivos. Se documen-
taron tratamientos antibidticos previos con piperacilina/ta-
zobactam y vancomicina.

A su ingreso a la institucion presentd estado de choque sép-
tico refractario, se indicé toma de 2 sets de hemocultivos e
inicio de terapia con Daptomicina (10 mg/Kg/dia), mas Cefta-
rolina (600 mg cada 8 h) y toma de ecocardiograma transeso-
fagico con el objetivo de descartar endocarditis infecciosa. La
imagen cardiaca descartd vegetaciones y confirmo disfuncién
ventricular derecha. Por protocolo institucional de control de
infecciones, se tomaron cultivos de vigilancia de secrecién
orotraqueal, orina e hisopado rectal para la tamizacién de ba-
cilos Gram negativos productores de carbapenemasas.

a) Cultivos de tamizaciéon de muestras de hisopado
rectal, orina y secrecién orotraqueal:

El hisopado rectal del paciente fue procesado por técnica ra-
pida de nefelometria laser utilizando el kit Carbapenemase
HB&L® Alifax (Alifax, Italia) sigueindo indicaciones del fabri-
cante®. Se agregd 200 uL de muestra al vial con caldo BHI del
kit, se adiciond 200 ulL del reactivo del kit y se ingresé en el
equipo automatizado HB&L Light®. Esta muestra fue positiva

a las 6 horas, indicando la presencia de bacilos Gram nega-
tivos resistentes a carbapenémicos. Posteriormente, a partir
de este vial positivo se realizé siembra en agar MacConkey.

Los cultivos de vigilancia de muestras de orina y de secrecién
orotraqueal se sembraron en agar en placa por método con-
vencional, siguiendo protocolo institucional.

b) Pruebas de identificacion y susceptibilidad:

De las siembras en agar MacConkey del vial del hisopado rec-
tal positivo por nefelometria se obtuvo crecimiento de dos ti-
pos de bacilos Gram negativos, los cuales fueron identificados
como Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli por el sistema
automatizado Vitek 2° (bioMerieux, Marcy letoile). Ambos mi-
croorganismos presentaron resistencia a carbapenémicos en
las pruebas de susceptibilidad automatizada. En los cultivos de
secrecién orotraqueal y orina también se obtuvo crecimiento de
K. pneumoniae resistente a carbapenémicos. (Tabla 1)

¢) Pruebas fenotipicas convencionales:

Para la confirmacién de resistencia y clasificacion del tipo de
carbapenemasa se utilizaron pruebas fenotipicas como Test de
Hodge de acuerdo con las guias de Clinical Laboratory Stan-
dards Institute (CLSI) y pruebas de sinergia con acido borénico
y acido etilendiaminotetracético (EDTA) siguiendo las recomen-
daciones del Instituto Nacional de Salud de Colombia (INS).

Las pruebas de sinergia realizadas al aislamiento de Klebsiella
pneumoniae de hisopado rectal mostraron positividad con
EDTA lo cual es consistente con la produccion de metalocar-
bapenemasas, pero fueron negativas con acido borénico, lo
cual descartaria la produccion de carbapenemasas de clase
A como KPC. Esto pone en evidencia las limitaciones de las
pruebas fenotipicas de sinergia, en bacterias que coprodu-
cen enzimas. (Fig. 1C)

d) Pruebas de inmunoensayo de flujo lateral:

Para la caracterizacién del tipo de carbapenemasa presente
en cada uno de los aislamientos se empled pruebas de inmu-
noensayo de flujo lateral RESIST-3 — O.K.N® (Coris BioCon-
cept, Gembloux Bélgica). En un tubo plastico se afiadieron 12
gotas de solucion amortiguadora del kit, luego se emulsio-

Tabla 1. Datos del perfil de susceptibilidad in vitro a carbapenemicos y resultados de las pruebas confirmatorias y pruebas moleculares para

carbapenemasas en los aislamientos obtenidos del paciente:

Ertapenem Meropenem Imipenem

Aislamiento  Microorganismo Origen CIM CIM ciM
(ng/ (ng/ (ng/
mL) mL) mL)
1 E. coli Rectal >8 R 4 R >16 R POS | NEG | POS | NDM blaNDM
. Kpc blakPC +
2 K. pneumoniae Rectal >8 R 216 R >16 R POS NEG POS +
blaNDM
NDM
3 K. pneumoniae Orotraqueal | 28 R 216 R 8 R POS | NEG | POS | NDM blaNDM
4 K. pneumoniae Orina 4 R >16 R 8 R POS | POS | NEG | KPC blakPC

CIM: Concentracion Inhibitoria Minima, I: Interpretacion; THM: Test de Hodge modificado, APB: sinergia con acido boronico; EDTA: sinergia con
EDTA; IE: Inmunoensayo de flujo lateral; PCR: PCR en tiempo real Xpert carba- R®.
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Figura 1. A: Resultado de Inmunoensayo de flujo lateral para el aislamiento de K. pneumoniae obtenida de hisopado rectal, la
cual fue positiva para carbapenemasas KPC y NDM. B: Prueba de inmunoensayo de flujo lateral de K. pneumoniae obtenido
de orina (URO) positivo para carbapenemasa KPC y del aislamiento de K. pneumoniae obtenido de secrecion orotraqueal
(SOT), positivo para carbapenemasa NDM. C: Pruebas de sinergia con acido borénico y EDTA para el aislamiento de Klebsiella
pneumoniae recuperada de la muestra de hisopado rectal con coproduccién de carbapenemasas KPC + NDM. Nétese el
efecto de sinergia con EDTA, pero ausente con acido borénico.

naron tres colonias de la cepa a estudiar y se homogenizé. Se
dispensaron 3 gotas de esta suspension en el casete y se dejd
correr por 15 minutos.

El aislamiento de K. pneumoniae recuperado a partir de hi-
sopado rectal fue positivo para carbapenemasa KPC y me-
talocarbapenemasa NDM. El aislamiento de Escherichia coli
fue positivo para metalocarbapenemasa NDM. (Fig. 1A). Adi-
cionalmente, el aislamiento de K. pneumoniae recuperado
de secrecion orotraqueal fue positivo para carbapenemasa
NDM, mientras que el aislamiento de K. pneumoniae recupe-
rado de orina, fue positivo para carbapenemasa KPC. (Fig. 1B)

e) Pruebas moleculares:

A cada uno de estos aislamientos recuperados se les realizé PCR
en tiempo real utilizando la plataforma Xpert Carba-R® (Cepheid,
Sunnyvale, USA) para reconfirmar el tipo de gen presente.

El aislamiento de K. pneumoniae de hisopado rectal fue posi-
tivo para blakPC y blaNDM y E. coli con gen blaNDM. En los
aislamientos de K. pneumoniae de secrecion orotraqueal y de
orina se detecté blaNDM y blakKPC respectivamente. No se de-
tectaron carbapenemasas blaOXA-48, blaIMP y blaVIM. (Tabla 1)

Por evolucién clinica favorable, por hemocultivos de control
negativos y porque no se detectaron estos microorganismos
en otras muestras clinicas, estos hallazgos se consideraron
colonizaciones y el paciente egresa sin complicacion.

Cabe aclarar, que, dentro de los cultivos de vigilancia a otros
pacientes de la UCI, no se encontraron mas cultivos positivos.

Discusion
Las enzimas carbapenemasas puede expresar la resistencia a

los carbapenémicos en diferentes niveles y su complejidad y
versatilidad bioquimica representan un reto para su deteccion®.

La coproduccién de carbapenemasas, es un ejemplo de plas-
ticidad genética y adaptacion bacteriana. Se ha demostrado
que esta condicién pueda estar asociada a mayor fracaso te-
rapéutico, ya que aumenta las CIM para los carbapenémicos,
genera co-resistencia con varias familias de antibiéticos y li-
mita el uso de nuevas combinaciones de inhibidores como
Ceftazidime/Avibactam™.

En la India, Karthikeyan et al, reportaron en 2012, la copro-
duccién de NDM + OXA en un aislamiento de K. pneumoni-
ae recuperado de urocultivo™. Luego, en 2014 Dortet et al,
reportaron en Pakistan, 2 casos de infecciones asociadas a
dispositivos en las cuales se recuperd Klebsiella spp. porta-
dora de los genes KPC-2 y NDM-1 confirmado por tecnica
molecular 2. Kazi et al, en 2010, reportaron la coproduccién
de NDM-1 + OXA-23 en 4 aislamientos de A. baumannii, con
CIM elevadas para carbapenémicos y aminoglicésidos de-
bido a la presencia de la metilasa ribosomal ArmA, frecuent-
emente asociada con plasmidos que transportan NDM-13,

En Colombia de acuerdo con el dltimo informe del Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemiolégica de las Infecciones
Asociadas a la Atencion en Salud y Resistencia bacteriana del
INS, se documentaron 359 aislamientos de carbapenemasas
tipo NDM, la mayoria en Enterobacterales y Acinetobacter
spp. Las coproducciones correspondieron al 8.2% de los ca-
sos y las méas identificadas fueron KPC + VIM (128 casos) y
KPC + NDM (46 casos) en Pseudomonas spp. y Enterobactera-
les principalmente™> 16,

La deteccion de bacterias Gram negativas que coproducen
enzimas es un desafio para los laboratorios de microbiologia.
Las pruebas fenotipicas de captura de carbapenemasas
(THM, Carba NP y mCIM) no diferencian el tipo especifico
de enzima. Las pruebas de sinergia con inhibidores (Acido
Boronico y EDTA), que se emplean en Colombia para diferen-
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ciar las enzimas (serin-carbapenemasas y metalo-carbapen-
emasas) tienen importantes limitaciones. Se afectan por la
cantidad de enzima producida, pueden generar falsos positi-
vos por hiperproduccién de AmpC y por permeabilizacién de
la membrana externa; y la interpretacion depende de la dis-
tancia entre los sensidiscos™. De acuerdo con el INS de Co-
lombia, estos inhibidores pueden principalmente obviar las
serin-carbapenemasas cuando se presentan en conjunto con
metalocarbapenemasas (Datos no publicados). Los uUnicos
métodos que permiten realizar tipificacion y diferenciacién
de las carbapenemasas son la reaccién en cadena de la po-
limerasa (PCR) y el inmunoensayo de flujo lateral.

Como limitacion de este estudio, destaca la no disponibilidad
de electroforesis de campos pulsados o secuenciacién gendémi-
ca para determinar la relacion genética entre los aislamientos.

Este es el primer reporte en Colombia, de colonizacién rec-
tal por Enterobacterales que co-producen carbapenema-
sas NDM y KPC, ademas de colonizacién orotraqueal por
K.pneumoniae productora de carbapenemasa NDM y en ori-
na por K.pneumoniae productora de carbapenemasa KPC. La
tamizacién rapida por nefelometria laser en muestras de hi-
sopado rectal fue de gran importancia para lograr su pronta
identificacion y aplicar medidas de control.

El protocolo institucional de tamizacion rectal, es una estra-
tegia de vigilancia epidemioldgica con el fin de evitar brotes
en los diferentes servicios, principalmente en unidades de
cuidado intensivo, la cual permite identificar posibles pacien-
tes colonizados por microorganismos multirresistentes per-
mitiendo de esta manera aislarlos y dar manejo al paciente
para evitar futuras complicaciones. El hallazgo microbiolégi-
co presentado en este caso es de gran importancia ya que
permite conocer que algunos de los genes de resistencia y
coproducciones que colonizan a pacientes hospitalizados.

La aplicacion de metodologias diferentes a las convencionales
representa un beneficio significativo en el &mbito clinico, ya que
permite una identificacién confiable en un periodo de tiempo
corto. En comparacion con las pruebas de biologia molecular
las pruebas de inmunoensayo de flujo lateral resultan ser mas
econdmicas y el costo-beneficio para aplicacién de estas prue-
bas en la rutina del laboratorio de microbiologia es positivo, ya
que permite un mejor manejo de los pacientes criticos, dismi-
nucién en el uso de antibiéticos de amplio espectro y también
reduciendo favorablemente las estancias hospitalarias.

Su deteccion es un pilar fundamental de los programas de
optimizacién de antimicrobianos y de control de infecciones.
Solo mediante la implementacién de metodos rapidos, sen-
sibles y especificos, se podran aplicar intervenciones exitosas.

Responsabilidades éticas
Proteccidon de personas y animales. Los autores declaran
que para este reporte de caso no se realizaron experimentos

en seres humanos ni en animales.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que en este
articulo no aparecen datos que permitan identificar al paciente.
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