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Resumen

Introduccion: La produccion de B-lactamasas capaces de hidrolizar
a los carbapenémicos es uno de los mecanismos de resistencia mas
preocupantes porque eliminan la ultima opcidn terapéutica frente a
los microorganismos multi-resistentes. Objetivo: Determinar la pro-
duccion de carbapenemasas tipo KPC y NDM-1, empleando métodos
fenotipicos y genotipicos, en enterobacterias aisladas en un laboratorio
clinico de la ciudad de Maracay, Venezuela. Métodos: Se determind
la produccion de carbapenemasas mediante métodos fenotipicos (se-
gun algoritmo de Malbran) y genotipicos (amplificacion de los genes
bla,, vy bla,,.por RPC) en enterobacterias aisladas en un laboratorio
clinico durante el periodo marzo-agosto 2018. Resultados: Se identifi-
caron 605 enterobacterias de diferentes especies, siendo Escherichia
colila cepa con mayor porcentaje de aislamiento (61,3%), seguida por
Klebsiella pneumoniae (14,9%). Diez y seis enterobacterias (2,64%)
fueron positivas para la produccion de carbapenemasas: 13 cepas de
K. pneumoniae y tres del complejo Enterobacter cloacae. La RPC
demostré que 14 cepas (87,5%) contienen el gen bla, | v dos (12,5%)

el gen bla, , ; se observo 100% de concordancia entre la determinacion
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Abstract

Background: The production of carbapenem-hydrolyzing
B-lactamases is one of the most concerning resistance mechanisms
since it eliminates the last therapeutic option against multidrug re-
sistant microorganisms. Aim: To determine the production of KPC
and NDM-1 type carbapenemases, using phenotypic and genotypic
methods, in isolated enterobacteria in a clinical laboratory in the city
of Maracay, Venezuela. Methods: The production of carbapenemases
was determined by phenotypic (according to the Malbran algorithm)
and genotypic methods (amplification of the bla ;| and bla,, . genes
by PCR) in clinical isolates of Enterobacteriaceae during the period
March-August 2018. Results: 605 Enterobacteriaceae of different spe-
cies were identified, being Escherichia coli the strain with the highest
percentage of isolation (61.3%), followed by Klebsiella pneumoniae
(14.9%). Sixteen strains (2.64%) were positive for carbapenemases
production: 13 strains of K. pneumoniae and three of the Enterobacter
cloacae complex. PCR showed that 14 strains (87.5%) carry the bla |
gene and two strains (12.5%) the bla,,. gene; 100% agreement was
observed between phenotypic determination and PCR for both groups
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fenotipica y la RPC para ambos grupos de enzimas. Conclusiones: Los
resultados mostraron mayor incidencia de la metalo-B-lactamasa tipo
NDM-1, reconocida como una alarma epidemiolégica debido a que
su rapida diseminacion dificulta su control, por lo que la identifica-
cion del tipo de enzima permitiria establecer estrategias de manejo y
control mas certeras con la finalidad de erradicar a dichos patogenos.

Palabras clave: enterobacterias; resistencia bacteriana; carbape-
nemasas; NDM-1, KPC.

Introduccion

as enterobacterias son patogenos humanos comunes y coloniza-

dores del tracto intestinal humano que pueden causar una amplia

gama de enfermedades, incluyendo infecciones del tracto urina-
rio, neumonia, infecciones del torrente sanguineo, intra-abdominales,
de piel y tejidos blandos en entornos comunitarios y hospitalarios'>.

La resistencia a antimicrobianos es considerada un fenémeno
evolutivo natural, que han desarrollado las bacterias como mecanismo
de defensa; ante esto, cuentan con la produccion de enzimas inacti-
vadoras, mutacion de sitios de accion, bombas de expulsion, entre
otros’. En los dltimos afios se ha generado alarma y preocupacion
por la gran dispersion de los bacilos gramnegativos resistentes a los
carbapenémicos en los que el mecanismo implicado es la produccion
de B-lactamasas capaces de hidrolizar este grupo de antimicrobianos
y que se han asociado a elementos genéticos transferibles. Entre las
de mayor interés se encuentran las f-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) y las carbapenemasas*.

Las carbapenemasas, son enzimas inactivadoras de carbapenémi-
cos, antimicrobianos B-lactamicos de amplio espectro con actividad
bactericida frente a bacterias grampositivas y gramnegativas, tanto
aerdbicas como anaerdbicas. Son utilizados sélo en cuadros de gran
resistencia bacteriana, por lo que, este mecanismo de resistencia inhibe
practicamente el Gltimo escalon terapéutico frente a microorganismos
gramnegativos multi-resistentes’.

Se clasifican en el sistema de Ambler de la siguiente manera: las
carbapenemasas de clase A (GES, KPC) que son inhibidas por el acido
clavulanico; las de clase B o metalo-B-lactamasas (VIM, IMP, NDM)
que son inhibidas por el acido etilen-diamino-tetra-acético (EDTA);
y las oxacilinasas de clase D que no se ven afectadas por el acido
clavulanico o el EDTAS.

Dentro de las carbapenemasas de clase A, las que mayor importancia
epidemioldgica tienen son las denominadas KPC que reciben este
nombre por haberse encontrado inicialmente en Klebsiella pneumoniae
(KPC =K. pneumoniae carbapenemases)®’. Por el momento se conocen
61 variantes (gen bla,, . .,, GenBank MK559426.1), siendo KPC-2 y
KPC-3 las variantes descritas con mayor frecuencia en Latinoamérica’.

El grupo mas importante de carbapenemasas lo constituyen las
metalo-f—lactamasas (MBL) pertenecientes a la clase B. La mas
recientemente descrita es la enzima Nueva Delhi metalo-f-lactamasa
(NDM) que ha creado una importante alarma mediatica debido al perfil
muti-resistente o pan-resistente de los aislados que la producen. Esta
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of enzymes. Conclusions: The results of this study showed a higher in-
cidence of metallo-B-lactamase type NDM-1, which rapid dissemination
and consequently difficult control has been cause of epidemiological
alert. The identification of the type of enzyme would allow establishing
more accurate management and control strategies in order to eradicate
these pathogens.

Keywords: Enterobacteriaceae; resistance mechanisms; carbape-
nemase; NDM-1, KPC.

enzima, cuyo origen podria situarse en la India, se detectd por primera
vez en K. pneumoniae 'y también esta presente en Escherichia coliy en
otras enterobacterias, y asimismo en Acinetobacter spp.*’.

En un estudio realizado en Venezuela, se evidencid la variabilidad
de aislados productores de carbapenemasa de tipo KPC, describiendo
aislados que permanecieron en el tiempo y la posible diseminacion
inter e intrahospitalaria en aislados que se encontraron genéticamente
relacionados'®. Sin embargo, son pocos los estudios sobre la existencia
de otros tipos de carbapenemasas como la NDM-1. Por esa razon, el
objetivo de este estudio fue determinar la produccion de carbapenema-
sas tipo KPC y NDM-1, empleando métodos fenotipicos y genotipicos,
en enterobacterias aisladas en un laboratorio clinico de la ciudad de
Maracay, estado Aragua.

Material y Métodos

Se realizo la determinacion de carbapenemasas a las enterobacterias
aisladas de los cultivos procesados en el Servicio de Bacteriologia de
un laboratorio clinico, ubicado en Maracay, estado Aragua, Venezue-
la, durante el periodo marzo-agosto de 2018, sin importar el tipo de
muestra, edad o sexo del paciente.

Cada muestra se inocul6 de manera manual en los distintos medios
de cultivo a utilizar. Se observo el desarrollo bacteriano en las placas
de agar MacConkey como colonias rojas que corresponden a bacterias
que han metabolizado la lactosa debido al indicador de pH écido (rojo
neutro). La identificacion de enterobacterias, se realizé mediante el uso
de pruebas bioquimicas convencionales siguiendo el protocolo estandar
de las bacterias gramnegativas. Una vez realizada la identificacion del
microorganismo se evalu6 la susceptibilidad a los diferentes antimi-
crobianos (placa estratégica) siguiendo las recomendaciones del CLSI
2018 (por sus siglas en inglés Clinical and Laboratory Standards
Institute), empleando el método de difusion en disco por la técnica
de Kirby-Bauer'?.

Deteccion fenotipica de carbapenemasas

Se utilizé el algoritmo de trabajo establecido por el Instituto
Nacional de Enfermedades Infecciosas “Dr. Carlos Malbran” de Ar-
gentina, consensuado para la Red Latinoamericana de Vigilancia de la
Resistencia Antimicrobiana (RELAVRA), el cual indica que el primer
paso para la identificacion del mecanismo de resistencia tipo KPC o
MBL, es evaluar la disminucion de la susceptibilidad antimicrobiana
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a carbapenem. El algoritmo se basa en un tamizaje inicial
utilizando el tamafio de la zona de inhibicion de imipenem
(IPM) por el método de difusion de disco, considerando
como sospechoso de carbapenemasas a todas las cepas
con halos menores o iguales a 22 mm". Posteriormente,
se confirm¢é fenotipicamente por medio de la prueba de
sinergia con discos de EDTA 750 pug/mL con tioglicolato
de sodio 300 mg/mL para el tipo MBL!*!* y la prueba
de sinergia con discos de acido fenil bordnico (sigla en
inglés: APB) 300 pg/mL para el tipo KPC'. Adicional-
mente, se emplearon los métodos: Blue-Carba'¢, donde
se utilizd como control negativo la cepa K. pneumoniae
ATCC BAA 1706, el que sirvié de comparacion para la
interpretacion de los resultados; test de Hodge modificado
con Tritéon (THT) empleando E. coli ATCC 25922 como
cepa indicadora'"'” y prueba confirmatoria de carbape-
nemasas (estuche comercial MASTDISCS™ Combi).

Deteccion de genes de resistencia

Se realiz6 amplificacion de los genes bla v bla,,.
mediante reaccion de polimerasa en cadena (RPC). En
primer lugar, se realiz6 la extraccion del ADN bacteriano
empleando el método de ebullicion'®. En los ensayos de
RPC se emplearon condiciones reportadas previamente'
en un volumen final de 50 pL: 1,5 mM de MgCl,; 0,125
UM de una mezcla de desoxi nucleotidos trifosfato (AINTP
mix); 1 uM de cada cebador (Tabla 1) en ensayos indivi-
duales para los dos genes'’, 1 U de ADN polimerasa y 5
pL de ADN en tampon de reaccion 1X proporcionado por
el fabricante (Promega®). Las reacciones de amplificacion
se realizaron en un termociclador Thermo Pxe 0.2. El
primer paso fue una desnaturalizacion inicial a 95 °C por
5 min, seguida de 34 ciclos de desnaturalizacion (1 min a
95 °C), hibridacion por 1 min (52 °C para NDM-1y 55 °C
para KPC), y extension a 72 °C por 1 min, con un ultimo
ciclo de desnaturalizacion a 95 °C por 1 min, extension
final por 5 min a 72 °C y enfriamiento a 4 °C por 10 min.

Los productos de amplificacion se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en tampén TBE
(Tris 90 mM, acido borico 90 mM, EDTA 2 mM, pH 8§,3).
Las imagenes de los patrones electroforéticos obtenidas
por trans-iluminaciéon UV, se digitalizaron en el equipo
GelDoc 1000 (BIO-RAD) y se analizaron con el programa
Quantity One (BIO-RAD).

Las reacciones de amplificacion para los genes se
consideraron positivas al observar una banda tnica de
621 pbparael genbla,,  yde798 pb parael gen bla,,,..

Resultados
Para el estudio se incluy6 un total de 2.671 muestras,
de las cuales se identificaron 605 enterobacterias de

diferentes géneros y especies, que estuvieron distribuidas
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de la siguiente manera: 371 cepas de E. coli (61,3%), 90
cepas de K. pneumoniae (14,9%), 74 cepas de Proteus spp.
(12,2%), y otras especies en menor proporcion (Tabla 2).

Deteccion fenotipica de carbapenemasas

Se realiz6 el antibiograma a las 605 cepas de ente-
robacterias, obteniéndose como resultado que 16 cepas
(2,64%) presentaron un patrén de multi-resistencia su-
gestivo de carbapenemasas positivas (halo de inhibicion
< 22 mm para el disco de IPM), siendo 13 aislados de la
especie K. pneumoniae (81,25%) y tres se identificaron
como complejo Enterobacter cloacae (18,75%). Estas
cepas fueron aisladas de forma independiente a partir de
muestras de pacientes internados en diferentes centros
hospitalarios de la ciudad de Maracay, estado Aragua,
Venezuela. En ninglin caso se aisléo mas de una cepa por
paciente. El origen de las muestras fue: secreciones (n: 6),
hemocultivos (n: 4), punta de catéter (n: 3), y en menor
proporcion orina (n: 1), liquido cefalorraquideo (n: 1) y
exudado uretral (n: 1).
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Tabla 1. Cebadores empleados en el estudio

Nombre Secuencia Tamano del producto

NDM-1 directo 5'-GGTTTGGCGATCTGGTTTTC-3’
NDM-1 reverso 3'-CGGAATGGCTCATCACGATC-5’ 621 pb
KPC directo 5'-CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG-3"
KPC reverso 3'-CTTGTCATCCTTGTTAGGCG-5’ 798 pb
Poirel y cols. 2011'°.
Tabla 2. Especies de enterobacterias aisladas en el estudio
Especie Copro- Secrecion Hemo- Uro- Total %
Estudio cultivo o liquido cultivo cultivo
estéril
BGN sin identificacién 0 0 1 0 1 0,2
Escherichia coli 2 73 0 296 371 61,3
Complejo Enterobacter cloacae 0 12 2 0 14 2,3
Enterobacter spp. 0 5 7 6 18 3,0
Klebsiella pneumoniae 0 37 6 47 90 14,9
Klebsiella spp. 0 4 1 4 9 1,5
Pantoea agglomerans 0 1 0 0 1 0,2
Proteus spp. 0 43 0 31 74 12,2
Providencia spp. 0 8 0 0 8 1.3
Serratia marcescens 0 5 13 1 19 3,1
Total 2 188 30 385 605 100
BGN: bacilo gramnegativo.
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Con las pruebas fenotipicas Blue-Carba y THT se ob-
tuvo un resultado positivo para carbapenemasas en 100%
de las cepas sospechosas. Adicionalmente, en 87,5% de
los aislados se evidencio la sinergia entre los discos de
EDTA y los carbapenémicos evaluados, demostrando la
produccion MBL; 12 cepas corresponden a la especie K.
pneumoniae 'y dos del complejo E. cloacae. E1 12,5% de
los aislados mostro sinergia entre los discos de APB y los
carbapenémicos utilizados, demostrando la produccion
de serinoenzimas. Este resultado se reprodujo al realizar
la prueba confirmatoria de carbapenemasas, ¢ indican
que, en las muestras analizadas en este estudio, existe
una mayor prevalencia de carbapenemasas tipo MBL en
comparacion con el tipo KPC.

Enla Tabla 3 se muestran los resultados de las pruebas
fenotipicas realizadas para la deteccion de carbapene-

masas en las 16 muestras que presentaron un halo de
inhibicion < 22 mm para el disco de IPM. Todas las
técnicas mostraron 100% de sensibilidad.

Deteccion de genes de resistencia

En la amplificacion de genes que codifican carba-
penemasas, los ensayos de RPC mostraron que en los
aislados clinicos positivos fenotipicamente para la
produccion de carbapenemasas, 87,5% (n: 14) tienen
el gen bla, v 12,5% (n: 2) son portadores del gen
bla,,.. En ambos ensayos de RPC, no se observo la
amplificacion de productos secundarios inespecificos
(Figura 1). Estos resultados concuerdan con la identifi-
cacion fenotipica realizada con la prueba de sinergia con
discos de EDTA y APB y con la prueba confirmatoria
de carbapenemasas.

Tabla 3. Deteccion fenotipica de carbapenemasas segun el algoritmo de Malbran

Resultados positivos seguin el método fenotipico ensayado

Blue-Carba Sinergia con doble disco
EDTA/IPM APB/IPM
n=16 16/16 14/16 2/16
Sensibilidad (%) 100 100 100

Prueba confirmatoria
(MASTDISCS™ Combi)

Hodge modificado

16/16 16/16

100 100

Figura 1. A) Deteccion del gen bla
indica la presencia del gen bla,,, ,
marcador 50 bp DNA Step Ladder (Promega®). B) Deteccion del gen bla

NDM-1

KPC

mediante RPC. Canal 1: marcador BenchTop PhiX174 DNA Hae Il Marker (Promega®). Canales 2 al 8: productos de 621 pb que
en siete cepas del estudio. Canal 9: control positivo, cepa K. pneumoniae INH 79534 NDM. Canal 10: control negativo. Canal 11:
mediante RPC. Canales 1y 2: productos de 798 pb que indica la presencia del gen bla

wcen dos

cepas del estudio. Canal 3: control positivo, cepa de K. pneumoniae 4238-09 HUAPA. Canal 4: control negativo. Canal 5: marcador 700 bp DNA Step Ladder (Promega®).
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Discusion

Los carbapenémicos son considerados uno de los pocos
antimicrobianos ttiles para el tratamiento de infecciones
causadas por bacterias gramnegativas multi-resistentes,
por lo que, la aparicion de enterobacterias productoras de
cabapenemasas representan una gran amenaza, dejando
sin opciones terapéuticas disponibles para bacterias
multi-resistentes?.

En el presente trabajo, se aislaron 605 cepas de
enterobacterias, de las cuales, 2,64% (n: 16) fueron
productoras de carbapenemasas, siendo K. pneumoniae el
microorganismo mas aislado, seguido por el complejo E.
cloacae. El porcentaje de carbapenamasas encontrado en
este trabajo fue superior al reportado en un estudio previo,
donde aislaron 14 cepas con sospecha de presentar enzi-
mas carbapenemasas, y esto represento 1,59% del total de
muestras analizadas; de igual manera, K. pneumoniae fue
la bacteria con mayor porcentaje de aislamiento, seguida
por E. coli, E. cloacae y Klebsiella oxytoca®'.

Las 16 cepas presentaron resultados positivos para la
produccion de carbapenemasas. Las pruebas de sinergia
con discos de EDTA y APB permitieron clasificar el tipo
de enzima presente en MBL y KPC. De las 16 muestras
aisladas, 14 cepas (87,5%) fueron positivas para la prueba
de sinergia con discos de EDTA (MBL positivas), y dos
cepas (12,5%) fueron positivas para la prueba de sinergia
con APB (KPC positivas).

La identificacion molecular de los genes de resistencia
mediante cebadores especificos indic6 que la mayoria
correspondia al gen bla,, .,y el resto a bla, ., en franca
concordancia con las pruebas de sinergia. A destacar con
este resultado es que la presencia del gen bla, | infiere
su rapida diseminacion en los ultimos afios, resaltando
que hasta ahora, cepas portadoras de bla,,  no habian
sido reportadas en el estado Aragua, Venezuela.

En la Gltima década, se han detectado brotes epidémi-
cos por enterobacterias productoras de carbapenemasas
en diversas regiones del mundo, incluida Latinoamérica,
siendo la carbapenemasa tipo KPC una de las mas fre-
cuentemente reportadas®*?*. Colombia fue el primer pais
de América Latina que notificd un brote de K. pneumoniae
productora de KPC, el que se origind en un paciente que
habia viajado a Israel*. Desde entonces, Argentina, Chile,
México y Brasil también han informado la deteccion de
enterobacterias resistentes a carbapenémicos productoras
de KPC?.

En cuanto al tipo NDM-1, la presencia de esta carba-
penemasa en Latinoamérica, se detectdé en Guatemala en
el afio 2011 y posteriormente en Colombia y Brasil, en
el afio 2013. Después, al igual que las KPC, se disemi-
naron rapidamente por toda Sudamérica. En Venezuela,
el primer aislamiento de una enterobacteria productora
de carbapenemasa de tipo NDM fue reportado en el afio
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2016, en dos cepas de E. coli aisladas de pacientes en un
centro hospitalario”. En cuanto al tipo KPC, un estudio
publicado en el afio 2019 mostré la amplia distribucion
del gen bla, . en diferentes estados de Venezuela' y, re-
cientemente, Martinez y cols.,”® identificaron cuatro cepas
de K. pneumoniae productoras de carbapenemasas por
métodos fenotipicos, y la RCP demostro la co-existencia
de los genes bla,, y bla,,. en las cuatro cepas.

En Latinoamérica, K. pneumoniae es la principal pro-
ductora de KPC y NDM-1%y se ha demostrado que es la
primera en causar la transmision del gen bla,, | a otras
enterobacterias como las del complejo E. cloacae, siendo
la segunda especie resistente a carbapenems aislada en
este estudio. Si bien la presencia de carbapenemasas es
poco frecuente en el complejo E. cloacae, en la tltima
década se han descrito carbapenemasas de clase A (en
especial KPC), clase B y clase D (en especial OXA-48)
con frecuencias variables entre paises, lo que ha con-
tribuido al aumento de la resistencia a carbapenémicos
y dificultado su manejo*®. En este trabajo se observo
mayor aislamiento de bla,,  (66,7%) en comparacién
con bla,,.(33,3%) en el complejo E. cloacae. Estos
resultados son similares a los observados en un estudio
previo donde, se reportd una alta incidencia (72,7%)
y propagacion endémica de aislados de E. cloacae
resistentes a carbapenem, productores de la enzima tipo
NDM-1°!, lo que indica la diseminacion de este gen hacia
especies diferentes a K. pneumoniae.

El hecho de que en este estudio se encontré mayor
frecuencia del gen bla,,  en comparacion con el gen
bla,,., tanto en K. pneumoniae como en el complejo
E. cloacae, resulta preocupante, ya que NDM-1 ha sido
reconocido como una alarma epidemiolodgica y, por lo
tanto, un importante tema de salud publica debido a
que su rapida diseminacion dificulta su control en las
enfermedades infecciosas®. Estudios sugieren que parece
haber una posible transferencia de bla,,,  in vivo desde K.
pneumoniae a E. coli o viceversa®. Esto se explica porque
NDM-1 puede encontrarse en plasmidos conjugativos®.
Este tipo de plasmidos tiene la capacidad de promover
la diseminacion horizontal de un gran numero de genes
de resistencia, contribuyendo al incremento de las pobla-
ciones bacterianas resistentes y promoviendo la aparicién
de cepas patdgenas multi-resistentes®. De esta manera,
poseen una amplia variedad de hospederos e incluso
garantiza su facil transferencia entre géneros de la familia
Enterobacteriaceae, asi como en Pseudomonas spp.>.

Teniendo en cuenta que los carbapenem son el tltimo
recurso para tratar infecciones graves causadas por Ente-
robacteriaceae, es obligatorio controlar la diseminacion
de los mecanismos de resistencia a estos antimicrobianos?®.
La produccion de carbapenemasas puede ser identificada
a través de pruebas fenotipicas implementadas en los
laboratorios de microbiologia. Debido a la versatilidad de
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estas enzimas, hasta la fecha, no existe una sola prueba
fenotipica con la suficiente capacidad de deteccion y
diferenciacion de todos los tipos de enzimas que existen.
En la actualidad, ¢l uso de métodos moleculares basados
en la RPC, constituye la técnica mas confiable de detec-
cién de este tipo de enzimas. La elevada especificidad
y sensibilidad, y el poco tiempo requerido, hacen de las
técnicas moleculares las mas apropiadas®-S.

Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente
trabajo demuestran que el empleo de diferentes métodos
fenotipicos permite sugerir el tipo de enzima presente
en el microorganismo, ya que se observd 100% de
concordancia en los resultados obtenidos por esta meto-
dologia en comparacion con la RPC, lo que adquiere gran
importancia, sobre todo en los laboratorios con recursos
limitados, que no cuentan con los reactivos y equipos
necesarios para la aplicacion de técnicas moleculares que
permitan la deteccion del gen especifico que produce la
carbapenemasa.

Una de las limitantes del trabajo es no poder rea-
lizar la relacién genética entre los aislados mediante
electroforesis de campo pulsado o por ERIC-PCR (en
inglés enterobacterial repetitive intergenic consensus
sequence-based PCR), por lo que en este momento no
es posible determinar cuales son los clones que circulan
en el estado Aragua. La rapida deteccion de bacterias

productoras de carbapenemasas y la diferenciacion del
tipo de enzima presente, es de gran importancia para
estudios epidemiologicos que permitirian tomar medidas
de control con el fin de evitar la diseminacion de estas
bacterias a nivel hospitalario.

Conclusiones

El presente estudio muestra que 2,64% de las entero-
bacterias aisladas en el periodo establecido son resistentes
a carbapenémicos y de éstas, 87,5% son portadoras del
gen bla . .,y 12,5% poseen el gen bla, .. Las especies
identificadas como portadoras de estos genes fueron K.
pneumoniae y complejo E. cloacae. Este estudio repre-
senta el primer reporte de enterobacterias productoras
de carbapenemasas tipo NDM-1 en el estado Aragua,
Venezuela.
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