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RESUMEN

Klebsiella pneumoniae es una bacteria encapsulada gramnegativa, y se
encuentra en las personas como parte del el tracto digestivo y la orofaringe,
desde ahi se puede incorporar al torrente sanguineo y a otros tejidos,
produciendo severas infecciones en el sitio quirargico, en el corazén, en el tracto
urinario, bacteriemia, septicemia neumonia adquirida en el hospital y en la
comunidad”. En tal contexto, el objetivo del presente estudio fue determinar la
prevalencia de la bomba de eflujo AcrAB en cepas clinicas de Klebsiella
pneumoniae resistentes a antimicrobianos aisladas de pacientes hospitalizados
con diagnéstico de neumonia durante 2019-2020. Metodologia, se realizé un
estudio observacional descriptivo, con 30 cepas clinicas que presentaron altas
tasas de resistencia a diferentes antimicrobianos. Para la identificacion de las
bombas de eflujo mediante métodos fenotipicos, se utilizaron inhibidores de la
bomba de eflujo (Fenilalanina-arginina B-naftilamida y Carbonil cianida 3-
clorofenilhidrazona), y la identificacion genotipica se realizé mediante RCP
convencional amplificando el gen acrA de la bomba de eflujo AcrAB.
Resultados, se identificaron 16 cepas de Klebsiella pneumoniae, donde 93,75%
(15/16) fueron resistentes a ciprofloxacino y 18,75% (3/16) a amikacina. En la
deteccidn fenotipica de los 16 aislados clinicos, se observé reducciéon de la CMI
de 2 a 8 veces, y de 2 a 6 veces al anadir ciprofloxacino mas los inhibidores
CCCP y PABN, respectivamente. Por lo contrario, al anadir amikacina mas los
inhibidores CCCP y PABN, se observo reduccion de la CMI hasta 2 veces, y de
2 a 6 veces, respectivamente. Mediante la deteccion genotipica de las bombas
de eflujo, se observd 7 (43,45%) cepas positivas para el gen de resistencia acrA.
Conclusiones, Las cepas clinicas de Klebsiella pneumoniae del presente
estudio, aisladas de pacientes hospitalizados con diagnostico de neumonia,
fueron portadoras del gen acrA que codifica para la bomba de eflujo.

Palabras clave: Cepas clinicas, Klebsiella pneumoniae, Bomba de eflujo AcrAB,

gen acrA, antimicrobianos.

X1



SUMMARY
Klebsiella pneumoniae, an encapsulated gram-negative bacterium found in

humans as part of the gastrointestinal tract and oropharynx, from there it can
enter the bloodstream and other tissues, causing severe infections at the surgical
site, in the heart, in the urinary tract, bacteremia, sepsis, hospital-acquired and
community-acquired pneumonia. In this context, the objective of the present
study was to determine the prevalence of the AcrAB efflux pump in clinical strains
of Klebsiella pneumoniae resistant to antimicrobials isolated from hospitalized
patients diagnosed with pneumonia during 2019-2020. Methodology, a
descriptive observational study was carried out, with 30 clinical strains that
presented high rates of resistance to different antimicrobials. For the identification
of efflux pumps by phenotypic methods, efflux pump inhibitors (Phenylalanine-
arginine B-naphthylamide and Carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone) were
used, and genotypic identification was performed by conventional PCR
amplifying the acrA gene of the AcrAB efflux pump. Results: 16 strains of
Klebsiella pneumoniae were identified, where 93.75% (15/16) were resistant to
ciprofloxacin and 18.75% (3/16) to amikacin. In the phenotypic detection of the
16 isolated cases, the reduction of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
from 2 to 8 times, and from 2 to 6 times when adding ciprofloxacin plus the CCCP
and PABN inhibitors, respectively, will be ruled out. On the contrary, when adding
amikacin plus the CCCP and PABN inhibitors, a 2-fold and 2- to 6-fold reduction
in MIC was demonstrated, respectively. Through genotypic detection of efflux
pumps, 7 (43.45%) strains were found to be positive for the acrA resistance gene.
Conclusions. The clinical strains of Klebsiella pneumoniae in this study, isolated
from hospitalized patients with a diagnosis of pneumonia, were carriers of the
acrA gene that coded for the efflux pump.

Keywords: Clinical strains, Klebsiella pneumoniae, AcrAB efflux pump, acrA

gene, antimicrobials.
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INTRODUCCION

K. pneumoniae es una bacteria encapsulada gramnegativa perteneciente a
la familia Enterobacteriaceae’, siendo la mas importante del género
Klebsiella®>. En las personas, se encuentra principalmente en el tracto
digestivo y en una porcién bucal de la faringe®, ademas se puede incorporar

a la circulacién y a otros tejidos, produciendo severas infecciones*.

Esta cepa es uno de los patégenos nosocomiales mas comunes del mundo,
y causa infecciones graves como bacteriemia, septicemia, infeccion de
heridas en el sitio quirdrgico, endocarditis, infeccidon en las vias urinarias,
neumonia adquirida en el hospital y en la comunidad®. Siendo la neumonia
bacteriana adquirida en la comunidad, una infeccién piégena grave que
muestra anormalidades radiograficas caracteristicas, con una alta tasa de
mortalidad®. Ademas, K. pneumoniae contribuye al aumento de infecciones

oportunistas en pacientes inmunodeprimidos’.

Las infecciones por K. pneumoniae representan aproximadamente un tercio
de todas las infecciones por gramnegativos®, en las Ultimas décadas se han
informado tasas crecientes de infecciéon por dicha bacteria®, siendo una de
las principales bacterias con altas tasas morbilidad y mortalidad en todo el
mundo’®. Como se menciond anteriormente, presenta una alta mortalidad
global mayor del 50%''. En Peru la mitad de las bacteriemias producidas por
enterobacterias en pacientes hospitalizados de nuestro medio, son por causa
de K. pneumoniae, siendo 40 % adquiridas en la comunidad y alcanzando
una mortalidad del 55%'"12,

K. pneumoniae expresa diferentes mecanismos de resistencia, los cuales se
describen ampliamente como la desactivacion enzimatica de antibi6ticos y
reduccion de la permeabilidad de la membrana’®. Ademas, varios informes
proporcionan evidencia de la reduccion de la absorcidn de antibiéticos debido
a las barreras de permeabilidad causadas por mutaciones o pérdida de

porinas'.


https://paperpile.com/c/Uncgen/xXNpr
https://paperpile.com/c/Uncgen/mmEWV
https://paperpile.com/c/Uncgen/uyA1
https://paperpile.com/c/Uncgen/28OG6
https://paperpile.com/c/Uncgen/mjUvX
https://paperpile.com/c/Uncgen/wrTev
https://paperpile.com/c/Uncgen/qr9Ab
https://paperpile.com/c/Uncgen/PqiNs
https://paperpile.com/c/Uncgen/3qydY
https://paperpile.com/c/Uncgen/bZqji
https://paperpile.com/c/Uncgen/OgR0
https://paperpile.com/c/Uncgen/OgR0
https://paperpile.com/c/Uncgen/el0J
https://paperpile.com/c/Uncgen/R8MpS
https://paperpile.com/c/Uncgen/DNKjR

Sin embargo, la sobreexpresion de bombas de eflujo causa una mayor
resistencia contra muchos tipos de antimicrobianos'®, dichas bombas son
parte de la membrana celular de la bacteria y es un mecanismo de resistencia
gue permite extruir antimicrobianos y compuestos téxicos desde el ambiente

intracelular extracelular de la bacteria'®.

Existen cinco tipos de bombas de eflujo en K. pneumoniae, clasificadas segun
la secuencia de aminoacidos y la fuente de energia que utiliza'”. La familia
ABC, pertenece a los transportadores activos primarios porque requiere de
energia para el transporte los compuestos'®. Por otro lado, las familias MFS,
SMR, RND y MATE pertenecen al transporte activo secundario, porque no
requiere de energia'®. Dentro de estas familias, la de méas importancia es la
superfamilia RND, con sistema de salida que atraviesa la membrana externa
e interna, y esta potenciado por una proteina del canal de la membrana
externa y una proteina adaptadora, codificados por Tol C y acrAB2°. AcrAB?,
OqxAB??, EefAB%3, KexD?*, son genes de la bomba de eflujo que tienen la
capacidad de expresar resistencia a diferentes farmacos en K. pneumoniae,
y las cuales se clasifican dentro de la superfamilia RND?5, este de bombas
de eflujo de multiples farmacos, protege a la bacteria de sustancias quimicas
nocivas, y cuya sobreexpresion se asociada con disminucién de la

susceptibilidad frente a los antimicrobianos?®.

Se conoce que la sobreexpresidn del complejo AcrAB de la bomba de eflujo,
le confiere a K. pneumoniae resistencia a aminoglucésidos (tobramicina,
amikacina y kanamicina), fluoroquinolonas (ciprofloxacino y norfloxacino), 3-
lactamicos?’, y carbapenémicos de tercera y cuarta generacion??,

Como se ha descrito anteriormente, a nivel global y en el Perq, la resistencia
antimicrobiana se ha incrementado en frecuencia e importancia en las ultimas
décadas. Sin embargo, no se ha fortalecido la vigilancia epidemiolégica y
notificacion de K. pneumoniae resistente a antimicrobianos por bombas de
eflujo, en Peru. Por tal motivo, es importante determinar la prevalencia de la
bomba de eflujo AcrAB en cepas clinicas de Klebsiella pneumoniae
resistentes a antimicrobianos aisladas de pacientes hospitalizados con
diagnostico de neumonia durante 2019-2020.
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I.1. Determinacion del problema de investigacion

I.1.1. Planteamiento del problema

La resistencia hacia los antimicrobianos plantea una grave peligro para
la salud publica®®, y su importancia se debe al enorme impacto que
representa para la poblaciénC. En el informe de la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), se revela que esta grave amenaza existe en todas
partes del mundo, y afecta a cualquier persona, sin discriminar edad y
pais de residencia®'. En el Per(, la resistencia antimicrobiana se ha
incrementado constantemente en los ultimos arnos, acompafadas de
tasas altas mortalidad; sin embargo, las cifras pueden estar
subestimadas por la falta de un sistema de vigilancia epidemiolégico, ya
gue no se recopilan de manera sistematica los datos, y ademas los
trabajadores del sector de salud no estan integrados y capacitados en un
sistema de informacién actual®?. Una de las principales especies con
mayor resistencia a antimicrobianos es K. pneumoniae, un residente
natural de la flora del tracto gastrointestinal en humanos y animales
sanos®3. Este patégeno oportunista, esta involucrado en infecciones del
tracto urinario, de heridas quirirgicas, neumonia, e infecciones
potencialmente mortales en el corazén (endocarditis) y septicemia34.
Ademas, causa infecciones graves adquiridas en la comunidad, como
infecciones intraoculares graves, neumonia necrotizante y abscesos
hepaticos pidgenos3*. En un estudio recientemente publicado se reportd,
en pacientes hospitalizados con COVID-19, aislados clinicos MDR de K.
pneumoniae que portaban genes asociados a la resistencia®. Por lo
antes mencionado, K. pneumoniae estd considerado en el grupo
ESKAPE?®S, los cuales se asocian con un mayor riesgo de mortalidad3®37,
y estan incluidos en la “relacion de 12 bacterias, contra las que se
requieren con urgencia nuevos tratamientos antimicrobianos®®”. Como se
ha descrito, K. pneumoniae expresa resistencia a partir de genes
cromosomales o plasmidicos, y ademas pueden manifestar varios
mecanismos a la vez, lo que le confiere una resistencia a una amplia
gama de antibidticos. Entre los distintos mecanismos que presenta K.
pneumoniae, se encuentran como los de mayor importancia, la
producciéon de bombas de eflujo MDR.
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La sobreexpresion de los genes acrAB regulados por RamA vy la
sobreexpresion de ogxAB regulados por RarA median la resistencia a
multiples farmacos como: tigeciclina, ciprofloxacino, nitrofurantoina, entre
otros®. Ademas, se ha detectado alta tasas de prevalencia de los genes
que codifican resistencia a quinolonas en aislados clinicos de K.
pneumoniae, por la expresiéon de la bomba de eflujo AcrAB#,
consecuentemente, dichos antibiéticos han perdido su eficacia contra
estas cepas clinicas. Por tal motivo, es importante determinar la
prevalencia de la bomba de eflujo AcrAB en cepas clinicas de K.
pneumoniae resistentes a antimicrobianos aisladas de pacientes

hospitalizados con diagnéstico de neumonia durante 2019-2020.

I.1.2. Formulacién del problema de investigacion

¢, Cudl es la prevalencia de la bomba de eflujo AcrAB en cepas clinicas
de Klebsiella pneumoniae resistentes a antimicrobianos aisladas de
pacientes hospitalizados con diagndéstico de neumonia durante 2019-
20207

I.1. Objetivos

I.1.1. Objetivo general
e Determinar la prevalencia de la bomba de eflujo AcrAB en cepas
clinicas de Klebsiella pneumoniae resistentes a antimicrobianos
aisladas de pacientes hospitalizados con diagnéstico de neumonia
durante 2019-2020
I.1.2. Obijetivos especificos
1. ldentificar mediante PCR las cepas clinicas de K.
pneumoniae aislada de pacientes hospitalizados con
diagndstico clinico de neumonia.
2. Realizar la deteccién fenotipica de la bomba de eflujo AcrAB
en cepas clinicas de K. pneumoniae aisladas de pacientes
hospitalizados con diagnéstico de neumonia.
3. Realizar la deteccion genotipica de la bomba de eflujo
AcrAB mediante PCR en cepas clinicas de K. pneumoniae.
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I.2. Importancia y alcance de la investigacion

Es fundamental controlar la resistencia antimicrobiana, ya que es un
problema para la comunidad médica en su conjunto, porque compromete
el plan de tratamiento al retrasar la administracion de la terapia antibiética
y reducir las opciones de tratamientos adecuados; ademas genera
importantes costos econdmico y en el bienestar de las personas
afectadas.

La importancia del control de la resistencia antimicrobiana es de mucha
relevancia, porque podria generar un ahorro para las personas afectadas
y para el estado; asi mismo, se reduciria el uso no controlado e
inapropiado de los medicamentos, que contribuyen a la resistencia

antimicrobiana y ademas generan un problema de salud publica mundial.

Por otro lado, al caracterizar las nuevas cepas emergentes y las tasas de
prevalencia de los genes resistente a antimicrobianos; se puede orientar
a un tratamiento personalizado y acertado de los pacientes con
infecciones ocasionadas por bacterias resistentes, es asi como se podria
disminuir el porcentaje de morbimortalidad, costos en hospitales y para
los mismos pacientes con infecciones causadas por K. pneumoniae

resistente a multiples farmacos.

Caracterizar las nuevas cepas emergentes sirve para fortalecer la
capacidad del sistema nacional de vigilancia epidemiolégica molecular de
resistencia antimicrobiana, en el Peru. Ademas, los datos obtenidos
permiten fortalecer los laboratorios para identificar correctamente las
cepas resistentes, previa integracién y capacitacion del personal de
salud. Del mismo modo, los datos obtenidos pueden ser de utilidad para
planes estratégicos multinacionales de recoleccion de datos sobre
resistencia antimicrobiana, y de esa manera contener la resistencia y
mejorar la vigilancia epidemiologica para detectar tendencias de
resistencia emergentes y a largo plazo.



Ademas, el tratamiento antibidtico en combinacion con el inhibidor de la
bomba de eflujo brindara informacion a las autoridades pertinentes del
hospital, para la posibilidad de nuevos tratamientos terapéuticos eficaces
contra K. pneumoniae, de tal manera que puedan suscitarse medidas
preventivas para impedir la diseminacion de K. pneumoniae poseedor de

genes de resistencia.

En el ambito cientifico, sirve como sustento para realizar nuevas
investigaciones, contribuyendo en la busqueda de nuevas herramientas
que servirdn para disminuir la morbimortalidad debido a la resistencia

antimicrobiana.

Este estudio sienta bases para evaluar la prevalencia de otras bombas
de eflujo en cepas clinicas de K. pneumoniae, y conocer la relaciéon que
existe entre la resistencia antibidtica a K. pneumoniae y el origen
hospitalario de los paciente en todo el Perd, contribuyendo a la
epidemiologia molecular bacteriana.

. Limitaciones de la investigacion

El estudio actual se presentaron limitaciones, debido a la pandemia
ocasionada por el nuevo coronavirus (COVID-19) se establecieron
diversas restricciones como el estado de emergencia; en consecuencia,

el tamano de muestra se redujo a 30 aislados clinicos.



REVISION DE LA LITERATURA

I1.1. Antecedentes del estudio

I.1.1 Antecedentes Internacionales

La bomba de eflujo de tipo RND, AcrAB-TolC, se ha demostrado que
desempefia un papel importante en la resistencia a Enterobacteriaceae,
especialmente la resistencia en K. pneumoniae a los antimicrobianos*'.
Padilla E. et al.,2010%, reporté modificaciones en la permeabilidad
celular debido a alteraciones en los sistemas de bombas de eflujo AcrAB-
TolC y KpnEF, ademas observé que al agregar un inhibidor de la bomba
aumenta la susceptibilidad a tobramicina y gentamicina. Segun Hauck C.
et al*3, OgxAB “es una bomba de eflujo de importancia en K.
pneumoniae, que se relaciona con la resistencia a las quinolonas.
Govinden U. et al., 2016%, reportaron resistencia hacia la tigeciclina, a
causa de la “sobreexpresion de la bomba de eflujo de AcrAB-TolC y
OgxAB; ademas, de las modificaciones de sus reguladores RarA, RamaA,
RamR”. Sin embargo, su papel en la resistencia no es definitivo y puede
deberse al aumento de la expresién de otras bombas de eflujo como
KpgABC#. Recientemente Ruilian Li, et al, 201746, evaluaron la
susceptibilidad y los mecanismos de resistencia de cepas clinicas no
expuestas a tigeciclina de Klebsiella pneumoniae, en donde reportaron
una tasa de no susceptibilidad del 3,44%; y ademas determinaron los
niveles de expresion de las bombas de eflujo AcrAB, OgxAB y sus
reguladores RamA, MarA, RarA y SoxS; siendo uniformemente alta
la expresion de los genes acrB y ramA, también se encontrd
sobreexpresion simultanea de los genes ogxBYy rarA, con una asociacion
significativa entre la expresion de ramA'y las CMI de tigeciclina.
Qingqing X. et al*’, aislaron cepas clinicas de K. pneumoniae resistentes
a nitrofurantoina e investigaron el mecanismo de resistencia, observaron
que al adicionar los inhibidores de la bomba de eflujo, la CMI disminuy6
de 128 mg/mL a 32 mg/L; y por lo tanto, aumenté la susceptibilidad de

las cepas clinicas a nitrofurantoina.
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Para confirmar el papel de los genes acrB y ogxB en la resistencia a
nitrofurantoina construyeron cepas de genes knockout, demostrandose
asi que AcrAB y OgxAB contribuyeron a la resistencia a nitrofurantoina
en K. pneumoniae.

Srinivasan V. y Rajamohanse G.*, investigaron cepas clinicas de K.
pneumoniae resistentes a tigeciclina. Para investigar la actividad de la
bomba eflujo, se afnadié el inhibidor carbonil-cianuro-clorofenilhidrazona
(CCCP), y mediante pruebas moleculares analizaron los genes de
resistencia de la bomba de eflujo (acrA, acrB, tolC, ogxA 'y ogxB) y los
reguladores de la bomba (acrR, marA, soxS, rarA, roby ramA), ademas
realizaron la tipificacion molecular de las cepas clinicas resistentes a
tigeciclina. Se reportaron altos niveles de expresion de los genes y los
reguladores de la bomba de eflujo en la mayoria de las cepas clinicas
resistentes. Observaron niveles mas altos de expresion de los
reguladores rarA y del gen de bombeo ogxB, y el aumento de la
expresion de acrB se asocié con la expresion de ramA 'y marA.

Jin-xin Z. et al.*, investigaron las “caracteristicas y mecanismos de la
resistencia a la evaraciclina en aislados clinicos de Klebsiella
pneumoniae”, 1os niveles de expresidn de las bombas de eflujo y sus
reguladores se determinaron mediante PCR cuantitativa de transcripcion
inversa. Identificaron 67 cepas aisladas no susceptibles a la evaraciclina,
de los cuales, 11 mostraron sobreexpresion en el gen regulador de la
bomba de eflujo ramA, ademas observaron que las CMI de algunos
aislados resistentes fueron inhibidos significativamente por PABN.
Concluyendo que la sobreexpresion de las bombas de eflujo OgxAB y
MacAB y el regulador transcripcional ramA, participan en la resistencia a

evaraciclina en K. pneumoniae.
I1.1.2 Antecedentes Nacionales

Actualmente en Perd, no se han desarrollado estudios sobre la

resistencia de Klebsiella pneumoniae por bombas de eflujo.
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Il.2. Bases tedricas

I.2.1 Enterobacterias

Enterobacteriaceae es una familia que incluye a los bacilos anaerobios
o aerobios, no esporulados, facultativos, fermentadores de hidratos de
carbono, sin actividad de citocromo oxidasa, y metabdlicamente son
anaerobios facultativos*®. Es un grupo variado y extenso de bacilos
gramnegativos, y se encuentran en la flora intestinal de vertebrados
(personas y animales), también se puede encontrar en la vegetacion,
agua dulce, manantiales termales y fuentes marinas o salinas®. En los
seres humanos esta presente en la microbiota natural de intestino, en la
piel, en la uretra anterior y no comunmente en las vias aéreas
superiores®3. Esta conformada por mas de 20 géneros, dentro de los
cuales las de mayor importancia y con mas reportes son: Escherichia,
Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Yersinia,
Proteus®’.

I.2.1.1 Klebsiella pneumoniae
1.2.1.1.1 Taxonomia
La clasificacion taxonémica se basdé en la utilizacion de sustratos y las
actividades enzimaticas®®. Como se ha descrito anteriormente,
Klebsiella forma parte de la familia Enterobacteriaceae, y se puede
clasificar de la siguiente manera (Tabla 1):

Tabla 1: Taxonomia de Klebsiella pneumoniae®3

Reino Bacteria
Subreino Negibacteria
Filo Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria

Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Genero Klebsiella
Especie Klebsiella pneumoniae
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El género Klebsiella, familia Enterobacteriaceae, nominado por V.
Trevisan en 1885, en mencion al bacterilogo aleman Theodor
Albrecht Edwin Klebs%*. K. pneumoniae, K. oxytoca y K. granulomatis
son las principales especies asociadas con enfermedades en

humanos®®.

1.2.1.1.2 Caracteristicas microbiologicas

Klebsiella pneumoniae es un bacilo gramnegativo con forma de
bastoncillo que mide 2,0 um de longitud y 0,5 um de didmetro (Figura
1)%6. Se caracteriza por ser una bacteria inmovil, encapsulada,
anaerobia facultativa, que produce acido y gas a partir de la lactosa.
Ademas, forman colonias rosadas y de consistencia mucoide en agar
MacConkey (Figura 2)33.

Figura 2. Colonias de Klebsiella pneumoniae en agar MacConkey®2.

Las reacciones bioquimicas para K. pneumoniae son: catalasa
positiva, oxidasa negativa, fermentador de lactosa, indol negativo,
reaccion de Voges Proskauer (VP) positiva, crece en KCN, usa citrato
exclusivamente como fuente de carbono, y es incapaz de crecer a
102C83357, Existen varias especies con reacciones biogquimicas
similares, la prueba de indol y de VP son reacciones caracteristicas
en Klebsiella pneumoniae que lo diferencia de otras especies®®.
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Muchos estudios afirman que K. oxytoca, es indol positivo, tiene
reaccion VP positiva y es capaz de crecer a 10°C. Por otro lado, K.
ozaenae y K. rhinoscleromatis son indol negativas con una reaccion

VP negativa®’.

11.2.1.1.3 Habitat

Klebsiella pneumoniae esta ampliamente distribuida en la naturaleza.
Es un patégeno oportunista comun para humanos y otros animales,
ademas de pertenecer a la microbiota residente o transitoria, en las
personas se encuentra en el tracto digestivo, tracto respiratorio, y en
la piel de individuos sanos®. Tiene la facultad de provocar una amplia
serie de infecciones intrahospitalarias y adquiridas en la comunidad”,
como infecciones del tracto urinario (ITU), del tracto respiratorio, de
heridas y tejidos blando3®3, también infecciones graves como la
neumonia y la meningitis®. Otros habitats incluyen aguas residuales,
agua potable, suelos, aguas superficiales, efluentes industriales y

vegetacion®!.

1.2.1.1.4 Factores de virulencia

Al ingresar al huésped, partes de la estructura de K. pneumoniae,
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs), es reconocido
por receptores de reconocimiento de patrones” (PRR), los cuales
estimulan al organismo a producir varios mediadores inmunitarios. Al
evadir estas barreras mecanicas y quimicas, del sistema inmune
humoral y celular del huésped, se logra la infeccion®2.

En la actualidad, K. pneumoniae presenta cuatro factores principales
de virulencia identificados: pili, capsula, lipopolisacarido (LPS) y

transportadores de hierro (sideréforos) (Figura 3)°°.
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Figura 3: Factores de virulencia de K. pneumoniae

A. Estructuras de adhesion (pili)

Como se menciond anteriormente, para que se desarrolle un
proceso infeccioso, K. pneumoniae debe ingresar y unirse a las
células del huésped (adherencia). Estas propiedades adhesivas
estan mediadas por los pili (proyecciones filamentosas no
flagelares, o fimbrias), que miden entre 10 y 11 um de largo y
diametro, respectivamente®. Los pili son subunidades de proteina
globular polimérica (pilina) que pesan aproximadamente de 15 a 26
kDa, y tienen la capacidad de aglutinamiento. Existen diferentes
tipos de pili descritos en K. pneumoniae, de los cuales hay tipos
predominantes de pili que se ensamblan mediante adhesinas: pili
tipo 1y tipo 3, los cuales promueven la adherencia bacteriana a las
superficies del epitelio, inmunitarias y abidticas®®.

. Capsula

K. pneumoniae, tiene una capsula prominente, la capa mas externa
de la bacteria que esta compuesta de polisacaridos de acidos
complejos. El polisacarido capsular (antigeno K), un factor de
virulencia puede activar el sistema inmunitario®, y protege a la
bacteria de la fagocitosis®”.

Las subunidades repetitivas capsulares, se pueden clasificar en 77
serotipos diferentes, los cuales constan de cuatro a seis azucares
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(monosacaéridos) y acidos urdnicos, ademas estos serotipos se
utilizan para diferenciar aislados de K. pneumoniae®. Los serotipos
mas virulentos son K1, K2, K4 y K533,

“La hiperproduccion de la capsula de polisacaridos es el principal
mecanismo de virulencia informado en K. pneumoniae, que
coopera a evadir “la respuesta del sistema inmune y la resistencia
a los antimicrobianos™®. La produccidon de capsulas esta
estrictamente asociada con la NAC y las infecciones urinarias
adquiridas en la comunidad por K. pneumoniae’71.”

. Lipopolisacarido (LPS)

“ElI LPS como parte de la membrana externa de K. pneumoniae, es
un elemento importante porque puede modificarse y no ser
reconocido por la célula huésped, y en otras cepas puede usar la
capsula para camuflar el LPS y evitar la deteccion del receptor tipo
toll 4 (TLR4)7273.”

Consta del lipido A (endotoxina), un nucleo de oligosacérido y el
antigeno O; este ultimo es la subunidad méas externa del LPS y la
principal via de defensa contra el sistema del complemento. El
antigeno O se une al constituyente complementario C3b, una
opsonina que se forma como parte de la actuacion del sistema del
complemento, y por lo tanto frustra la lisis bacteriana por parte del
complejo’4. Se estiman ocho serotipos del antigeno O, y el
antigeno O1 es el mas comun entre las cepas clinicas de K.
pneumoniae®.

. Transportadores de hierro

Los sideroforos son moléculas que se unen al hierro que se
sintetizan dentro de las bacterias y se secretan fuera de las células.
Al formarse el complejo de hierro-sideréforo, es reconocido por
receptores especificos de la membrana externa, transportandose
al periplasma, donde los sideréforos se combinan con las proteinas
del periplasma para transportarlos a la membrana interna.
Finalmente, el hierro pasa a través del pasaje mediado por un
transportador ABC hacia el citoplasma bacteriano, donde el hierro
férrico se reduce a hierro ferroso accesible para las bacterias’>.
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En las cepas clinicas de K. pneumoniae se expresan cuatro
sider6foros, que incluyen enterobactina, yersiniabactina,
salmoquelina y aerobactina; estos mejoran la eficiencia de
crecimiento de las bacterias’®. Entre los cuatro sideréforos, la
enterobactina contiene tres anillos de catecol que confieren la
mayor afinidad de unién por Fe®t, lo que los hace esenciales y

primarios””78,

11.2.1.1.5 Importancia clinica

En los ultimos anos, K. pneumoniae ha sido una bacteria relevante y
un problema de salud publica, debido a la adquisicion de multiples
mecanismos de resistencias hacia los antibiéticos?.

Las infecciones adquiridas en la comunidad e intrahospitalarias, por
K. pneumoniae, involucran las vias respiratorias y urinarias, el torrente
sanguineo, el higado, los sitios quirlrgicos y el sistema nervioso
central 8. Recientemente ha recibido méas notoriedad debido a la alta
morbilidad y mortalidad que generan®’, siendo el agente causante de
una variedad de infecciones como: neumonia, sepsis, ITU,
bacteriemia, meningitis y abscesos hepaticos pidgenos, entre otras.
Existen enfermedades subyacentes que se han distiguido como
factores de riesgo de infeccion, porque debilitan las defensas del
huésped y, por lo tanto, aumentan la susceptibilidad a la infeccién.
Especificamente, el cancer, la diabetes mellitus y el alcoholismo
pueden estar asociados con la infeccibn de riesgo por K.
pneumoniag333

Por otro lado, K. pneumoniae es uno de los microorganismos que
pertenecen al llamado grupo ESKAPE, que represetan una amenaza
global para la salud de las personas y esta incluida como prioridad
critica en la “lista de microorganismos prioritarios para la investigacion
y desarrollo de nuevos antibioticos™?, y representan mas del 50 % de

las infecciones hospitalarias®3.
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11.2.2 Clasificacion de antimicrobianos

Los antibi6ticos se introdujeron en la practica clinica en 1940, y desde
entonces, es una de las formas de quimioterapia mas exitosas en la
historia de la medicina®. Existen diferentes formas de clasificarlos, por
ejemplo:

e Segln su estructura quimica, se clasifican en betalactamicos,
tetraciclinas, quinolonas, aminoglucésidos, glucopéptidos,
macrdlidos, entre otros®.

e Segun su espectro de accion, se pueden clasificar en antibibticos
de amplio espectro (tetraciclinas, cloranfenicol y B-lactamicos),
intermedio  (aminoglucésidos y macrélidos) o reducido
(glucopéptidos)®s.

e Segun el efecto antimicrobiano, se clasifican en bacteriostaticos
(sulfamidas, trimetoprim, cloranfenicol, macrdélidos y lincosamidas)
y bactericidas (fosfomicina, nitrofurantoinas, polipéptidos,
quinolonas, B-lactdmicos, aminoglucésidos, rifampicina vy
vancomicina), bloquean el desarrollo y multiplicacién, o provocan
la muerte bacteriana, respectivamente 8586,

e Segun su mecanismo de accion, los antimicrobianos que se unen
a las estructuras de pared celular e inhiben la sintesis de la misma,
son (carbapenem, betalactdmicos, cefalosporinas, penicilinas,
entre otros), antimicrobianos que se unen a las subunidades
ribosomales 30S o 50S (cloranfenicol, aminoglucésidos,
tetraciclinas, clindamicina, estreptograminas, linezélido, entre
otros), antibidticos que modifican el metabolismo del ADN
(rifampicina y rifabutina) y antimetabolitos (trimetoprim vy

sulfonamidas)?’.
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11.2.3. Resistencia a los antimicrobianos

11.2.3.1 Resistencia a aminoglucésidos

K. pneumoniae obtuvo mecanismos de resistencia a los antimicrobianos
aminoglucésidos, mediante genes resistentes codificados por plasmidos
y enzimas modificadoras de farmacos con diversas actividades
(adenilacién, acetilacion y fosforilacion). La metilasa 16SrRNA,
perteneciente la familia del gen armA, codifica una enzima que bloquea
la union de los antibioticos al 16SrRNA, de esa manera le confiere
resistencia a los antibiéticos aminoglucésidos, incluida la plazomicina y
los aminoglucésidos desarrollados recientemente® .

Otro mecanismo de resistencia de K. pneumoniae hacia los
aminoglucésidos, incluye la modificaciéon de la permeabilidad celular,
debido a los cambios en las bombas de eflujo (KpnEF y AcrAB -TolC)%°,
El sistema de eflujo AcrAB-TolC mostré resistencia a tobramicina y
gentamicina®, mientras que el mutante kpnEF mostré una resistencia
significativa a la tobramicina y la espectinomicina®. Ademas, también
se encontro resistencia a los aminoglucésidos en cepas productoras de

B-lactamasas®.

11.2.3.2. Resistencia a quinolonas

K. pneumoniae ha desarrollado multiples mecanismos de resistencia, la
resistencia hacia la fluoroquinolona incluye la mutacion del gen diana, la
produccion de la bomba de eflujo MDR y la modificacion de enzimas y
proteinas de proteccion diana®. El tratamiento terapéutico de K.
pneumoniae con acido nalidixico, y ofloxacina, se acompafa de
resistencia debido a la mutacion de la ADN girasa (subunidad gyrA-gyrB)
93,94 Otras clases de resistencia son los alteraciones en la permeabilidad
celular de K. pneumoniae, estos cambios incluyen la deficiencia de
OmpK36°% y la sobreexpresion del gen acrAB de la bomba de flujo de
multiples farmacos®. También incluye el determinante PMQRY, este
grupo de genes contienen el gen qnr, el codifica proteinas que
protectoras de la topoisomerasa IV y el ADN girasa de la inhibicién de la
quinolona®,

16


https://paperpile.com/c/Uncgen/DctS
https://paperpile.com/c/Uncgen/mNbq
https://paperpile.com/c/Uncgen/3AGD
https://paperpile.com/c/Uncgen/3AGD
https://paperpile.com/c/Uncgen/Ja6Q
https://paperpile.com/c/Uncgen/xT9a
https://paperpile.com/c/Uncgen/xT9a
https://paperpile.com/c/Uncgen/4Ur9+fZcH
https://paperpile.com/c/Uncgen/rXPb
https://paperpile.com/c/Uncgen/9K8R
https://paperpile.com/c/Uncgen/2EMd
https://paperpile.com/c/Uncgen/jFHi

11.2.3.3. Resistencia a betalactamicos

Los antibiéticos betalactamicos son una clase importante para la
medicina humana. Sin embargo K. pneumoniae desarroll6 multiples
mecanismos de resistencia a betalactamicos, blaSHV-1y blaTEM-1 (son
la primera clase de genes de betalactamasa), blaSHV-2 es un gen de
amplio espectro que genera resistencia hacia los betalactamicos,
cefalosporinas y las monocosaminas, blaTEM-3 es otra variante
mediada por plasmidos®. K. pneumoniae expresa las principales
betalactamasas (blaTEM y blaSHV), las cuales tienen una alta incidencia
y prevalencia en muchos paises'®. Otras betalactamasas de espectro
extendido pasan a K. pneumoniae mediante de transferencia horizontal
de genes (HGT), como los genes de tipo blaOXA'%! y los genes blaGES
y blaSFO'%?) o blaPER, blaTLA y blaVEB'%. Se ha descrito que la
resistencia hacia los betalactamicos esta activada por ramA y juega un
rol fundamental en la mejora de la resistencia adquirida a los
betalactamicos mediada por betalactamasas, los analisis proted6micos
muestran que esta mejora se logra principalmente mediante la activacion

de la produccién de bombas de eflujo’%4.
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11.4. Glosario de términos

Absceso: acumulacién dolorosa de pus, ocasionada producto de una
infeccion bacteriana que puede desarrollarse en cualquier parte del
cuerpo'%,

Bacteria oportunista: la definicion se basa en el sujeto receptivo y la
bacteria; cuando el sujeto tiene una disminucién de sus defensas
inmunitarias, puede ser invadido por microorganismos de la microbiota
comensal normal’6.

Bombas de eflujo: son transportadores de membrana, que permiten a
los microorganismos regular su entorno interno mediante la eliminaciéon
de sustancias téxicas, agentes antimicrobianos, metabolitos, etc'?”.
Fagocitosis: es un proceso importante para la nutricibn en organismos
unicelulares, mientras que en organismos multicelulares se encuentra en
células especializadas llamadas fagocitos'%.

Neumonia nosocomial: infeccién intrahospitalaria mas frecuente en los
pacientes hospitalizados'%°.

Pidgeno: se refiere a un tumor vascular comun, benigno y adquirido que
surge en tejidos como la piel y las membranas mucosas'.

Plasmidos: son moléculas de ADN extracromosémicas generalmente
circulares, que se autorreplican y son transferibles de un organismo a otro;
se encuentran en una variedad de especies de bacterias, arqueas,
hongos, algas y plantas''".

Septicemia: es una forma clinicamente significativa de bacteriemia
complicada y se caracteriza por la multiplicacién de microorganismos
dentro del torrente sanguineo''2,

Sideréforo: son moléculas quelantes de hierro de bajo peso y alta
afinidad producidas en respuesta a la deficiencia de hierro, también se

conocen como factores de virulencia esenciales de las bacterias13.
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HIPOTESIS Y VARIABLES

lll.1. Hipétesis (No aplica)

lll.2. Variables

Variables descriptivas

e Bomba de eflujo AcrAB.

e Cepas clinicas de Klebsiella pneumoniae
lll.3. Operacionalizacion de variables

Tabla 2: Operacionalizacion de variables (Ver anexo 001)
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MATERIALES Y METODOS

IV.1. Area de estudio

“Las muestras fueron obtenidas de pacientes hospitalizados con diagnéstico
clinico de neumonia en el Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen,
previa aprobacion del Comité de Investigacion. Posteriormente, fue aprobado
por el Comité de Investigacion del Instituto de Investigacién Nutricional-UPC,
donde se procesaron y analizaron las muestras. (Ver Anexo 02).”

IV.2. Diseno de investigaciéon
Se realiz6 un estudio de tipo observacional descriptivo puesto que no se
manipularon las variables, y prospectivo porque los resultados se obtuvieron
durante el desarrollo de la tesis.

IV.3. Poblaciéon y muestra
1V.3.1. Material bioldgico
e 30 cepas clinicas de Klebsiella pneumoniae resistentes a antimicrobianos,
procedentes de pacientes hospitalizados con diagnéstico de neumonia
durante 2019 - 2020.
Criterios de inclusion:
= Cepas clinicas provenientes de pacientes hospitalizados.
» Cepas clinicas resistentes a antimicrobianos.
= (Cepas clinicas provenientes de pacientes mayores de 18 afnos.
» Cepas aisladas identificadas mediante pruebas microbioldgicas.
» (Cepas aisladas identificadas mediante pruebas moleculares.
Criterios de exclusion:
= Cepas clinicas no confirmadas mediante evaluacién fenotipica y

molecular como K. pneumoniae.
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IV.4. Procedimiento

4.4.1 Recoleccién y conservacion de cepas clinicas

“Se recolectaron 30 cepas clinicas de Klebsiella pneumoniae
procedentes de muestras bioldgicas (secrecién de heridas, sangre y
orina) de pacientes hospitalizados con diagnéstico clinico de neumonia
en el Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen entre 2019 y 2020.
Posteriormente fueron transportadas al Laboratorio de Biologia
Molecular del Instituto de Investigacion Nutricional (lIN), donde se

procesaron y analizaron.”

4.4.2 Reactivacion de cepas clinicas

Las cepas clinicas fueron reactivadas en agar Infusion Cerebro Corazén
(BHI agar), para ello se recogié una asada generosa del criovial,
previamente descongelado, y se sembrd en la placa con agar BHI,
mediante la técnica de estriado, con un asa descartable de 10 uL;
posteriormente se incub6 durante 24 horas a 37°C, y se analizé si hubo
crecimiento bacteriano, finalmente se envolvio las placas en parafilm y

se almacend 4°C.

4.4.3 Identificacion molecular de las cepas clinicas

4.4.3.1 Extraccion de ADN bacteriano

La extraccion del ADN bacteriano se realizé tomando una colonia, con
un asa bacteriolégica de siembra, del cultivo en placa petri y se
resuspendié en un tubo eppendorf de 1,5 mL, con 100 uL de agua de
grado de biologia molecular (tratada con tratada con dietilpirocarbonato
(DEPC), libre de nucleasas y proteasas). Luego se procedi6 a realizar la
extraccidn por calor en un termobloque a 100°C por 5 minutos y
enseguida se centrifugd a 14 000 rpm por 5 minutos, para luego
almacenar a -20°C*®°.

4.4.3.2 PCR convencional

Para la deteccién molecular de las cepas clinicas reactivadas, se
buscaron secuencias especificas para K. pneumoniae. Posteriormente,
las secuencias encontradas en articulos cientificos se compararon

haciendo uso de la herramienta Basic Local Alignment Search Tool -
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Nucleotide (BLASTn) (Figura 4 y 5) se alinearon con el programa
SnapGene (Figura 6), y se enviaron a Macrogen-Korea.

Descriptions Graphic Summary Alignments

Reports l!”=:l Organism Taxonomy

100 sequences seiected @

Organism Blast Name  Score Number of Hits Description
401 93 Klebsiella pneumoniae hits
401

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumeoni

Figura 4. BLASTn del primer KP888-F:
AAGCAAGCCAGAACAGAAAG.

Descriptions Graphic Summary Algnments

s S

100 seuences seeced @

Organism Blast Name Score Number of Hits Description
401 Klebsiella pneumoniae hits
401

Klebsiella variicola hits

Figura 5. BLASTn del primer KP888-R:
ACTTCGGTTTTATCCAGGTC.
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TGTCCOATCGATGCCOACCOOATGOATTACTTGCTCAGAGATGOCTATTTCTCCOGCATCAAGTATGGCATCTACOATTACAATCOCTTGTTTATGTCAATTGTCCCGOT
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TGAACGAGTCTCTACCOA T TAATGT
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Bto1
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TAATAAARAAATACTTGATGACATTATT.

TCTGTGTATAAAGCTAACATCGCTGACAAGGARAATAAGGCGT

ATTATTTTTTTATGAACTACTGTAATAATTGGCTGTGOGTACCAGCTTCCAGATACTCCOOTTTGTGAGACACATATTTCOATTGTAGCOACTOTTCCTTTTATTCCOCA

Aot prat HMmer
GGAAGAGTCAACTCACCGOGTTATTGACTTCTGTATTACAGCCTCATTTCAAACCACATOAATTTGCCGTTOATATTGTCTCCOACTGCGCCTTTAAAGACTTGGATARA

™
CCTTCTCAGTT! AATGT: TARAGTTTGGTGTACT TATAACAGAGOC TTTCTGAACCTATTT

choucvnn

£nd (ss9)
ACCOAAG 3
poseduad) -
TeeCTTC 5

ToserToR

Figura 6. Alienacion de los primers mediante el programa

SnapGene.
Se amplifico el gen de la fosfohidrolasa mediante la técnica de

amplificacion por PCR. Las secuencias de cebadores especificas
se muestran a continuacion (Tabla 3).
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Tabla 3: Secuencias de cebadores especificas para la

identificacidn molecular de las cepas clinicas de K. pneumoniae

Gen Primers  Primer Sequences (5' - 3')'?'. Tamaio del
objetivo amplicon
Gendela Forward AAGCAAGCCAGAACAGAAAG
fosfohi 888 pb
OSIONIdIO  Reverse AGTTCGGTTTTTATCCAGGTC P

El volumen total de reaccién por cada prueba de PCR fue de 20 uL en
un tubo de PCR. La mezcla para cada reaccién fue de 10 uL de Enzima
Ready Mix, 0,8 uL de cada primer, 5,4 uL de Agua de grado de biologia
molecular y 3,0 uL de DNA. Para la amplificacion, los tubos PCR se
llevaron al termociclador Mastercycler® Nexus gradient, EPPENDORF;
bajo las siguientes condiciones:

“1 ciclo de desnaturalizacién inicial 95°C por 5 minutos, 50 ciclos de:
desnaturalizacién a 95°C por 1 minuto, alineamiento a 52°C por 1 minuto
y elongacion a 72°C por 2 minutos; y un ciclo de elongacion final a 72°C

por 10 minutos.”

4.4.3.3 Electroforesis en gel de agarosa.

La presencia y el tamafno de los productos de PCR se analizaron
mediante electroforesis, en gel de agarosa 1,5% en buffer TAE 1X, el gel
fue tenido con 3 ug/mL de bromuro de etidio y separado en buffer 1X
Trisacido acético-EDTA. La fuente de alimentacion se ajusté a 100
voltios durante 80 minutos, y para la visualizacion de las bandas se utilizd
un sistema documentador de geles (KODAK LOGIC 1500), donde se

obtuvo un tamarfio de amplicon de 888 pares de bases.

4.4.4 Pruebas de susceptibilidad

Se utilizaron los resultados de susceptibilidad antimicrobiana de los
reportes realizados por el Laboratorio de Microbiologia del Hospital
Nacional Guillermo Almenara Irigoyen, utilizando la técnica de difusion

en agar (con discos) por cada cepa obtenida.
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4.4.5 Deteccion fenotipica de las bombas de eflujo

La deteccion fenotipica de las bombas de eflujo de K. pneumoniae
resistente a ciprofloxacino y amikacina se evalué midiendo las
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) para ambos antibiéticos
antes y después de la exposicion a los inhibidores de la bomba de eflujo
(EPI), cianuro de carbonilo 3-clorofenilhidrazona (CCCP) y Fenil-
Arginina-B-naftilamida (PapN)''4.

4.4.5.1 Pruebas de CMI de ciprofloxacino y amikacina

La CMI se determiné mediante el método de microdilucién en caldo.
Se prepararon tres botellas de 300 mL de caldo Mueller-Hinton, se
autoclavé y pasaron por control de calidad durante 24-48 horas a
37°C. Luego se prepar6 el inéculo bacteriano, para ello se recogioé
una asada generosa de la placa de cultivo y se resuspendié en
tubos estériles de 1,5 mL que contienen 1 mL de caldo Mueller-
Hinton, se dej6 en una incubadora con agitacion a 37°C por 18
horas y a una velocidad de 100 RPM, se ajusté la turbidez similar
al tubo 0,5 de la escala McFarland'00.101,

Seguidamente se prepararon las soluciones de trabajo de los
antimicrobianos, a partir de la solucion stock. Se usaron los
siguientes antimicrobianos: amikacina y ciprofloxacino, donde las
concentraciones antibiéticas fueron de:

“256 ug/mL, 128 ug/mL, 64 ug/mL, 32 ug/mL, 16 ug/mL, 8 ug/mL, 4
ug/mL, 2 ug/mL, 1 ug/mL, 0,5 ug/mLy 0,25 ug/mL'"5.”

Ademas, se usaron placas de 96 pocillos de la marca Corning, la
columna 12 de la microplaca que no contenia antibiético fue
utilizado como control. Cada pocillo tenia 10 pL del in6culo
bacteriano y 100 pL de los antibiéticos diluidos y caldo Muller-
Hinton. Finalmente, las placas fueron incubadas de 18 - 24 horas a
37°C, para luego ejecutar las lecturas correspondientes en un
espectrofotometro a 630 mm*16,
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4.4.5.2 Pruebas CMI de ciprofloxacino y amikacina en
combinacioén con los inhibidores

Para observar el cambio de susceptibilidad de los antibiéticos en
combinacioén con los inhibidores PapN y CCCP (100 ug/mL). Se
siguié el protocolo antes mencionado de CMI''*. También se
anadié 2 uL de la solucién stock de los inhibidores (5 mg/mL) a la
placa que contenia el el inoculo bacteriano''”.

4.4.6 Deteccion genotipica de genes de resistencia AcrAB de la
bomba de eflujo

4.4.6.1 Extraccion del ADN bacteriano

La extraccién del ADN bacteriano se realizé tomando una colonia de la
placa de cultivo en agar BHI, utilizando un asa bacterioldgica, y se
resuspendié en un tubo eppendorf de 1.5mL, con 100 yL de agua de
grado de biologia molecular (tratada con DEPC, libre de nucleasas y
proteasas). Luego ejecutd la extraccion por calor en un termobloque a
100°C por 5 minutos y enseguida se centrifugd a 14 000 rpm por 5

minutos, para luego almacenar a -20°C*%.

4.4.6.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La presencia de la bomba de eflujo AcrAB en K. pneumoniae, se
buscaron secuencias especificas para el gen AcrA. Posteriormente, las
secuencias encontradas en articulos cientificos se compararon en la
herramienta “Basic Local Alignment Search Tool - Nucleotide (BLASTn)”
(Figura 7 y 8), se alinearon con el programa SnapGene (Ver figura 9), y

se mandaron a elaborar con el servicio de Macrogen-Korea.

Score

Figura 7. BLASTn del primer AcrA-F: TGATGCTCTCAGGCAGCTTA.
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Descriptions Graphic Summary Alignments

100 @
Organism Blast Name
Klebsiella enterobacteria
. Klebsiella pneumoniae enterobacteria

Figura 8. BLASTn del primer AcrA-R: GCCTGGATATCGCTACCTTC.
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TCTEATGCTCTCAGGCAGETTAGCECTAACAGEATGTEAGGATARACCOGETCAACAGGGABGECAGCACATGEOGGAAGTCOGTATTOTEACGCTCAAATCEECACETE

AGRCTACGAGABTCCETCOAATCOCOATTETCCTACACTGCTATTTEACCEABTTGTCCCTEOGETCOTETACEOCCTTCAGCCATAACACTOCGAGTTTAGECOTGEAG

61 Dral EcoRY

5ol

TACAAATAAGCACCGAACTBCCAGEECOCACCABCGCCTATCOCATTGOGGAAGTCCOTCE

GETCAGTGECATTATTTTAAAACGTAACTTCOTGBAAGETAGCEAT

CAGTCACCGTAATAARATTTTGCATTGARGCACCT TA

ATGTTTATTOGTGOCTTOACETCCOGCGTOGTCRCEEATAGCOTAACGCCTTCAGECAGEAGT

Espal Clar*
HgaMIV  Mael BsmB1 BspDI* XemI Byl

ATCCAGBCCGOCOTCTCCCTOTATCAGATCOATCCAGCCACCTATCAGBCCAGCTATOACABCOCCAAABGCOACCTEOCAAAAGCCCABBCEOCOGCAAACATOBATCA

GCAGAGGGACATAGTCTAGCTAGGTCEOTGEATAGTCCGGTOOATACTETCGCEETTTCCEETOGACCOTTTTEE60TCOBCCECCETTTETACCTAGT

Figura 9. Alienacién de los primers mediante el programa
SnapGene.

Se amplificd el gen AcrA mediante la técnica de amplificacion por
PCR. Se utilizaron cebadores especificos para evaluar la presencia
de la bomba de eflujo AcrAB en K. pneumoniae (Tabla 4).

Tabla 4: Secuencias de cebadores especificas para la deteccion
de gene AcrA de la bomba de eflujo AcrAB de K. pneumoniae.

Gen Primers Primer Sequences (5' - 3')''8'"®  Tamaiio
objetivo del
amplicon

Forward TGATGCTCTCAGGCAGCTTA

AcrA 226 pb
Reverse GCCTGGATATCGCTACCTTC

El volumen total de reaccion por cada prueba de PCR fue de 20 uL
en un tubo de PCR. La mezcla para cada reaccion fue de 10 uL de
Enzima Ready Mix, 0,8 uL de cada primer, 5.4 uL de agua de grado
de biologia molecular (tratada con DEPC, libre de nucleasas y
proteasas) y 3,0 uL de DNA. Para la amplificacién, los tubos PCR
se llevaron al termociclador Mastercycler® Nexus gradient,
EPPENDOREF; bajo las siguientes condiciones:
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“1 ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, 50 ciclos
de: desnaturalizacion a 95°C por 1 minuto, alineamiento a 52°C por
1 minuto y elongacién a  72°C por 2 minutos; y un ciclo de

elongacion final a 72°C por 10 minutos'8.”

4.4.3.3 Electroforesis en gel de agarosa.

La presencia y el tamafno de los productos amplificados por PCR se
analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 1.5% en buffer TAE
1X, el gel fue tenido con 3 ug/mL de bromuro de etidio y separado en
buffer 1X Trisacido acético-EDTA. La fuente de alimentacion se ajusté a
100 voltios durante 80 minutos, y para la visualizacion de las bandas se
utilizé un sistema documentador de geles (KODAK LOGIC 1500), donde

se obtuvo un tamaro de amplicon de 888 pares de bases'”.

IV.5. Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante estadistica tipo descriptiva. A
partir de los datos se evaluaron la asociacion entre la cantidad de cepas
resistentes y la presencia o ausencia de dichos genes de resistencia y se
ordenaron en tablas y graficos en el programa Microsoft Office Excel 2013

donde también se presentaron en frecuencia y porcentajes.
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V.

RESULTADOS
V.1.Presentacion y analisis de los resultados
5.1.1 Reactivacion de cepas clinicas
Se reactivaron 67% (20/30) de las cepas clinicas de Klebsiella

pneumoniae, en placas de agar BHI (Figura 10y 11).

mKP-1 mKP-2 mKP-3 mKP-4 wmKP-5 w®mKP-8 wmKP-7 mKP-8

mKP-9 mKP-10 mKP-11 mKP-12 mKP-13 mKP-14 mKP-15 mKP-16

mKP-17 KP-18 KP-19 KP-20 KP-21 KP-22 KP-23 mKP-24
KP-25 KP-26 mKP-27 KP-28 KP-29 mKP-30

Figura 10. Resultado de las cepas clinicas reactivadas en agar BHI,

cepas reactivadas en color rojo.

u Reactivadas

No reactivadas

Figura 11. Porcentaje total de las cepas clinicas reactivadas (67%).

5.1.2 Identificacion molecular de las cepas clinicas

Para la identificacion molecular de las cepas clinicas, se amplifico el gen
de la fosfohidrolasa, mediante la técnica de amplificacién por PCR
convencional, confirmando la presencia de 16 cepas de Klebsiella
pneumoniae, que corresponde al 80% del total de las cepas reactivadas.
(Figura 12).
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Figura 12. Electroforesis de PCR para identificacion de K. pneumoniae
(88 bp). Muestras positivas: KP-1, KP-2, KP-3, KP-4, KP-5, KP-6, KP-
7, KP-8, KP-10, KP-11, KP-14, KP-15, KP-16, KP-24, KP-27, KP-30.
WM: Ladder de 100 pb. CN (Control negativo). CP (Control positivo).

5.1.3 Pruebas de susceptibilidad

Los resultados de susceptibilidad antimicrobiana mostraron resistencia,
resistencia intermedia y sensibilidad hacia antimicrobianos (Tabla 5 y
Figura 13).

Tabla 5: Resultados de las pruebas de susceptibilidad a los

antimicrobianos entre los aislamientos de K. pneumoniae.

s zae . . . No Total
Antibiético Resistente Intermedio Sensible testeado

Gentamicina 16 0 0 0 16
Levofloxacino 4 3 9 0 16
Meropenem 16 0 0 0 16
Piperacillina / Tazobactam 15 1 0 0 16
Tigeciclina 0 4 4 8 16
Trimetoprim/sulfametoxazol 14 0 2 0 16
Amikacina 3 3 10 0 16
Amoxicillina/acido 16 0 0 0 16
clavulanico

Ampicillina sulbactam 8 0 0 8 16
Imipenem 16 0 0 0 16
Aztreonam 8 0 0 8 16
Tobramicina 16 0 0 0 16
Cefepima 8 0 0 8 16
Cefotaxima 16 0 0 0 16
Ceftazidima 16 0 0 0 16
Cefuroxima 16 0 0 0 16
Ertapenem 16 0 0 0 16
Ciprofloxacino 15 1 0 0 16
Colistina 8 0 0 8 16
Fosfomicina 9 0 7 0 16
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Perfil de susceptibilidad

Figura 13. Perfil de susceptibilidad entre los aislamientos de K.
pneumoniae.

En cuanto a los porcentajes, se tiene que 100% (16/16) de las cepas en
estudio resultaron resistentes a amoxicilina/dcido clavulanico,
cefotaxima, ceftazidima, cefuroxima, ertapenem, gentamicina,
imipenem, meropenem y tobramicina; 93,75% (15/16) resistentes a
ciprofloxacino y piperacillin/tazobactam; 87,5% (14/16) resistente a
trimetoprim/sulfametoxazol; 56,25% (9/16) resistentes a fosfomicina;
50% (8/16) resistente a ampicilina sulbactan, aztreonam, cefepima vy
colistina; 25% (4/16) resistente a levofloxacino; 18,75% (3/16) a
amikacina.
También 25% (4/16) reportaron resistencia intermedia hacia tigeciclina;
18,75% (3/16) hacia amikacina y levofloxacino; 6,25% (1/16) a
piperacilina / tazobactam y ciprofloxacino.
Respecto a la sensibilidad, 62,50% (10/16) fue sensible a amikacina;
56,25% (9/16) a levofloxacino; 43,75% (7/16) hacia fosfomicina; 25%
(4/16) a tigeciclina y 12,50% (2/16) a trimetoprim / sulfametoxazol.

5.1.4 Deteccion fenotipica de las bombas de eflujo

Se realiz6 la deteccién fenotipica de las bombas de eflujo en K.
pneumoniae, midiendo las concentraciones minimas inhibitorias (CMI)
para ciprofloxacino y amikacina, antes y después de la exposicion a los
inhibidores de la bomba de eflujo (EPI), cianuro de carbonilo 3-
clorofenilhidrazona (CCCP) y fenil-arginina-p-naftilamida (PABN), de
todas las cepas reactivadas (Tabla 6, 7 y 8) (Ver Anexo 03).
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Tabla 6: Interpretacién del perfil de susceptibilidad de las cepas de K.

pneumoniae segun las lecturas de la CMI.

MIC (ng/ml) (suceptibilidad para cada antibiotico)

Antibiético Antibiético + PapN Antibiotico +

) Caodigo CCCP
N AK CIP AK CIP AK CIP
1 KP-1 <025(S) 1(R) <025(S) 05() <025(S) 0.5
2 KP-2 2(S) 128(R)  2(S) 64 (R) 4(S) 128 (R)
3 KP-3  05(S) 1(R) 0.5 (S) 0(S) 05(S) 0.25(S)
4 KP-4 1(S) 0(S) 0.5 (S) 0(S) 0.5 (S) 0(S)
5 KP-5 05(S) 025(S) 05(S) 025(S) 05(S) 0.25(S)
6 KP-6 025(S) 0.5/ 2(S) 0(S) 16(S)  0.25(S)
7 KP-7  05(S) 05() 05(S) 025(S) 05(S) 0.25(S)
8 KP-8  05(S) 8(R)  0.25(S) 2 (R) 1(S) 2 (R)
9  KP-10 2(S) 16(R)  0.5(S) 8 (R) 2(S)  0.25(S)
10  KP-11 2(S) 0(S) 0.5 (S) 0(S) 1(S) 0(S)
11 KP-14 64 (R) 16(R)  16(S) 8 (R) 64 (R) 8 (R)
12 KP-15  05(S) 4 (R) 1(S) 0.5 (I) 8 (S) 1(R)
13 KP-16  32()) 8 (R) 16(S)  0.25(S) 32()  0.25(S)
14  KP-24 8 (S) 32 (R) 4(S) 8 (R) 16 (S) 8 (R)
15 KP-27 05(S) 025(S) 025(S)  0.5() 2(S) 0(S)
16  KP-30 16(S) 8 (R) 0.5 (S) 4 (R) 8(S)  0.25(S)

Segun el perfil de susceptibilidad de las 16 cepas identificadas como K.
pneumoniae, las cepas KP (14 y 16) fueron resistentes a amikacina y las
muestras KP(1, 2, 3, 6, 7, 8, 10, 14, 15, 16, 24 y 30) fueron resistentes a
ciprofloxacino antes de la exposicion a los inhibidores de bomba de eflujo (CCCP
y PABN). Luego de la exposicion al inhibidor PABN se observé un aumento de
la susceptibilidad de las cepas clinicas resistentes a amikacina, en la cepa KP(14
y 16). Las cepas resistentes a ciprofloxacino KP-3, KP-6, KP-7 y KP16 fueron
susceptibles con ambos inhibidores, por el contrario, KP-10 y KP-30 solo fueron
susceptibles con CCCP.
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Tabla 7: Cambios en la resistencia a amikacina entre los inhibidores de
la bomba de eflujo (PABN y CCCP) en 16 aislados clinicos de K.

pneumoniae
PABN CCCP
Cambios en
la CMI Numero de Porcentaje Numero de Porcentaje
a
muestras (%) muestras (%)
24 veces —
. 1 6.25 0 0
Reduccion
<3 veces —
. 9 56.25 3 18.75
Reduccion
Sin cambio 5 31.25 7 43.75
24 veces —
0 0 4 25
Incremento
<3 veces —
1 6.25 2 12.5
Incremento
Total 16 100 16 100

Tabla 8: Cambios en la resistencia a ciprofloxacino entre los inhibidores
de la bomba de eflujo (PABN y CCCP) en 16 aislados clinicos de K.

pneumoniae
PABN CCCP

Cambios en

la CMI Numero de Porcentaje Numero de Porcentaje

a

muestras (%) muestras (%)
24 veces —
. 3 18.75 3 18.75
Reduccion
<3 veces —
. 10 62.5 9 56.25
Reduccion
Sin cambio 3 18.75 4 25
24 veces —
0 0 0 0
Incremento
<3 veces —
0 0 0 0

Incremento

Total 16 100 16 100
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4.4.6 Deteccion del gene de resistencia de la bomba de eflujo AcrAB
Se amplifico el gen AcrA para la identificacion molecular de los
genes de resistencia de la bomba de eflujo en Klebsiella

pneumoniae (Figura 14).

14A
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Figura 14A. Electroforesis de PCR para el gen AcrA de 226 pb.
positivos: KP-3, KP6, KP-7, KP-10, KP16, KP-30. Bandas flojas:
KP-11, KP-14 y KP-27. Pocillo 11: Ladder de 100 pares de bases.
Figura 14B. Repeticién de la electroforesis de PCR para el gen
AcrA de 226 pb, de las bandas positivas y las bandas flojas. KP-3,
KP6, KP-7, KP-10, KP-14, KP-16, KP-30: aislados de Klebsiella
pneumoniae positivas para gen. Pocillo 6: Ladder de 100 pares de
bases.
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VL.

DISCUSION

K. pneumoniae es un patbgeno gramnegativo, que representa un desafio
global, porque causa graves infecciones nosocomiales y adquiridas en la
comunidad, como: meningitis, infecciones respiratorias y urinarias,
bacteriemia y septicemia''41?%; y ademaés, tiene la capacidad de resistir a
tratamientos con diferentes tipos de antibiéticos, como fluoroquinolonas,
aminoglucosidos, carbapenémicos, etc'%121,

La identificacién de K. pneumoniae, mediante pruebas bioquimicas, no ha
tenido éxito, debido a que muchas de las especies de su género comparten
perfiles bioquimicos similares'622, Algunos autores han afirmado que una
de las caracteristicas principales de K. pneumoniae es la fermentacién de
adenitol'723. Sin embargo; se han reportado cepas clinicas de K. variicola
fermentadoras de adenitol'8'24 y por lo contrario, algunas cepas clinicas de
K. pneumoniae no son fermentadoras de adenitol''®12%, En tal contexto, las
caracteristicas bioquimicas de las cepas clinicas de K. pneumoniae son
variables, y la identificacion correcta sélo puede realizarse mediante pruebas
moleculares'?0-126_ En el presente estudio, la identificacion de K. pneumoniae
se realiz6 mediante la PCR convencional, se amplificé un gen metabdlico
unico y exclusivo identificado en K. pneumoniae, los primers KP888-F vy
KP888-R amplificaron un fragmento del gen que codifica la proteina
fosfohidrolasa'?''?7, con el método descrito se confirmé que 67% de las

cepas clinicas fueron positivas para K. pneumoniae.

En los ultimos afos se han reportado altas tasas de resistencia en cepas
clinicas de K. pneumoniae. Diaz P.12%128 et al,. investigaron la susceptibilidad
de 100 cepas clinicas de K. pneumoniae, frente a gentamicina, amikacina y
ciprofloxacina, mediante CMI, encontrando 65% de cepas resistentes a
gentamicina, 47 % resistentes a amikacina y 29% resistentes a la
ciprofloxacino. Kareem S.,'23129 evalué la resistencia en 43 aislamientos
bacterianos de K. pneumoniae entre junio y diciembre de 2019, de estos
aislamientos; 27 (62,8%) cepas fueron resistentes a ciprofloxacino, y 21

(48,8%) cepas presentaron resistencia moderada hacia amikacina.
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En el estudio actual estudio, las pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos
fueron similares a los estudios anteriormente mencionados, pues se observo
resistencia a ciprofloxacino y amikacina en 15 (93,75%) y 3 (18,75%) aislados
clinicos respectivamente, de K. pneumoniae. Sin embargo, en el estudio
actual el perfil de resistencia fue mayor para ciprofloxacino, a comparacién
de otros estudios, lo cual puede deberse al tamafo de muestra, tipo de
muestra, afo de recoleccion de las muestras, lugar de recoleccion y

distribucion geogréfica de la resistencia en el mundo, y otros factores'24130,

Por otro lado, Ruowen H.,'25131 determiné las susceptibilidades a tetraciclina,
cloranfenicol, ciprofloxacina, aztreonam, cefepima, ceftazidima, gentamicina,
amikacina, cefotaxima, trimetoprim-sulfametoxazol, imipenem y meropenem;
las cepas fueron resistentes a todos los antibiéticos mencionados, a
excepcion de trimetoprima-sulfametoxazol, colistina y carbapenémicos.
Segun este estudio y otras investigaciones, se han informado tasas altas de
susceptibilidad hacia colistina. Por tal motivo, diferentes autores han
reportado que este antibiotico puede ser un buen candidato terapéutico para
el tratamiento de K. pneumoniae multidrogoresistente!26-132124.130 - Gjn
embargo, es necesario seguir investigando, debido a las reacciones adversas
que puede provocar; y ademas, es necesario estudiar las nuevas cepas
emergentes, para reconocer los futuros mecanismos de resistencia a

colistina.

La mutacién en su proteina diana; la expresidén de enzimas (topoisomerasa
IV 'y ADN girasa), la presencia de determinantes mediada por plasmidos, la
expresion de los genes de resistencia de la bomba de eflujo y las alteraciones
en la permeabilidad de la membrana celular, son mecanismos involucrados
en la resistencia hacia los antimicrobianos en K. pneumoniae 127-133 128.134 | g5
bombas de eflujo son parte de la membrana celular de la bacteria, e
intervienen en la extrusién de antibidticos'® 3% La cual presenta cinco
estructuras en la membrana interna, clasificados segun la secuencia de
aminoécidos y la fuente de energia utilizada'3 136, en; el cassette de union a
ATP (ABC), la superfamilia facilitadora principal (MFS), la extrusion de

multiples farmacos y toxinas (MATE), familias pequenas de resistencia a
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multiples farmacos (SMR) y la divisién de células de resistencia-nodulacion
(RND)31137 En K. pneumoniae la bomba de efluyjo RND, una de las
superfamilias mas grandes'®?'3% es una bomba tripartita de eflujo
multifarmaco que atraviesa la membrana externa e interna, y esta compuesto
por el complejo AcrAB-TolC'33139.134140  En tal contexto, las fuentes
cientificas indican que la bomba de eflujo AcrAB, funciona en el proceso de
extrusion de mdultiples farmacos, contribuyendo a la resistencia

antimicrobiana35-141,

Para realizar la deteccion fenotipica de la bomba de eflujo AcrAB en K.
pneumoniae en la propiedad de resistencia a los antimocrobianos, se han
utilizado inhibidores como PABN o CCCP'36-142. En este contexto, en el
estudio actual se midieron las CMI para ciprofloxacino y amikacina, antes y
después de la exposicion a los inhibidores antes mencionados. De tal modo
en los 16 aislados clinicos, se observo reduccién de la CMI de 2 a 8 veces, y
de 2 a 6 veces al anadir ciprofloxacino mas el inhibidor CCCP y PABN,
respectivamente. Por lo contrario, al afadir amikacina mas el inhibidor CCCP
y PABN, se observé reduccion de la CMI hasta 2 veces, y de 2 a 6 veces,
respectivamente. Estos resultados podrian predecir el papel de las bombas
de eflujo en la resistencia de K. pneumoniae frente a ciprofloxacino y
amikacina, ya que se observa una reduccién de las MIC al anadir los
inhibidores de la bomba de eflujo (CCCP y PABN).

Los resultados del presente trabajo, en la reduccién de CMI después de usar
inhibidores (CCCP y PABN), coinciden con otros resultados. Pakzad et
al.’37143 evalu6 95% de cepas resistentes a ciprofloxacino, de las cuales
47,5% de los aislamientos resistentes a ciprofloxacina mostraron una
reduccion de 2 a 32 veces en las CMI de ciprofloxacina después de usar el
inhibidor CCCP. Razavi et al.'38144 reportd una disminucién de la CMI de 2
a 16 veces, de ese modo aumentd la sensibilidad de 21 aislados a
ciprofloxacina. Por otro lado, Hasdemir et al.'36.142 obtuvo una disminucién
significativa en la MIC de ciprofloxacino con el inhibidor de la bomba de
expulsion PABN, en 39% de los aislamientos clinicos en Turquia. De acuerdo

a estos hallazgos, estudios previos han reportado aumento en las

36


https://paperpile.com/c/Uncgen/1fjL
https://paperpile.com/c/Uncgen/pvN3
https://paperpile.com/c/Uncgen/ZbN8
https://paperpile.com/c/Uncgen/LPHU
https://paperpile.com/c/Uncgen/Rus4
https://paperpile.com/c/Uncgen/k5Rl
https://paperpile.com/c/Uncgen/E3nU
https://paperpile.com/c/Uncgen/P0Gn
https://paperpile.com/c/Uncgen/k5Rl

susceptibilidades, después del tratamiento de ciprofloxacino con los
inhibidores de la bomba de CCCP y PABN39.145,140,146,141,147 Tampién se han
reportado en estudios cientificos, una reduccién en la CMI de antibidticos,
incluida amikacina, después de usar inhibidores de la bomba de eflujo, CCCP
y PARBN142,148,143.149,144,150 | 5 unién de los inhibidores de la bomba de eflujo,
CCCP y PABN, restringen la actividad de AcrAB, mediante un mecanismo
llamado “dinamica alterada” de esa manera se potencia la actividad de
antibidtico al obstruir la translocacion de sustratos en lugar de prevenir su

unién y reconocimiento 45151,

En el presente estudio se observé la presencia del gen acrA en cepas de K.
pneumoniae resistentes a amikacina. Sin embargo, Rafal et al.'#6:1%2, realizé
la deteccion molecular de la bomba de eflujo acrA mediante técnica de PCR
convencional, y posteriormente evalud la expresién génica de la bomba de
eflujo AcrA mediante el uso de RT-PCR cuantitativa, este fue el primer estudio
que utilizé la exposicién con Amikacina y determind su efecto sobre la
expresion génica de la bomba de eflujo AcrAB en cepas clinicas de K.
pneumoniae, reportando un aumento y disminucién de la expresion génica
de AcrAB después de la exposicion con Amikacina, en los aislados sensibles
y resistentes, respectivamente. Estos hallazgos indican que los aislados
resistentes pueden tomar otros mecanismos de resistencia, como otras
bombas de eflujo o la produccion de enzimas modificadoras de

aminog|ucc’)sidos147.153,148.154_

En tal contexto, Mazzario® et al, informé una correlacion entre la
susceptibilidad reducida a ciprofloxacino y la sobreexpresion de AcrA en
varias cepas clinicas de K. pneumoniae resistentes a las quinolonas.
Schneiders et al.'#%1%5, report6 un aumento de la expresion de la bomba de
salida de AcrAB en 19 cepas de K. pneumoniae resistentes a las
fluoroquinolonas que fue causado por mutaciones en el represor AcrAB,
AcrR, o por la sobreexpresion del regulador transcripcional RamA.

Seguin Koshnood et al.*%, la PCR de 117 aislados clinicos de K. pneumoniae,
reporté 110 (94%) cepas positivas para el gen acrA de la bomba de eflujo

AcrAB. Los resultados de Pakzad et al.'37-143, mostraron el rol de la bomba
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de eflujo AcrAB en 52 aislados clinicos de K. pneumoniae, mediante la PCR
reportd el gen acrA en 100% de cepas resistentes a ciprofloxacino. Ademas,
los resultados reportados por Razavi et al.'38-144 mostraron la alta prevalencia

de los genes acrA/acrB en 20 aislados clinicos resistentes a ciprofloxacino.

En el presente estudio se confirmé la presencia de los genes de resistencia
de las bombas de eflujo, mediante pruebas moleculares. A diferencia de los
estudios previos, en estudio actual se observé la presencia del gen acrA en
7 (43,75%) cepas clinicas identificadas como K. pneumoniae. Ademas, las
cepas KP1 y KP14, resistentes a ciprofloxacino, al afiadir los inhibidores de
la bomba de eflujo, se evidenciaron una disminucién en la CMI, pasando de
ser resistente (R) a susceptible (S). Sin embargo, al realizar la deteccién
molecular no se observé la presencia del gen ArcA. Considerando lo
mencionado en las fuentes cientificas, para confirmar la presencia de la
bomba de eflujo AcrAB (RND,) es necesario realizar experimentos con mas
de un gen que codifique para la bomba de eflujo AcrAB. Ademas, se ha
reportado que la presencia de genes en las bombas de eflujo OgxAB y AcrAB

son las razones del alto nivel de resistencia en K. pneumoniae'38 144,
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VIl.

CONCLUSIONES

“En el presente estudio, se realiz6 la identificacion molecular mediante PCR
convencional, para lo cual se utilizé un gen metabdlico unico y exclusivo para
la especie, de esta manera se logré identificar 16 cepas clinicas de K.
pneumoniae.”

93.75 % (15/16) de cepas fueron resistentes a ciprofloxacino, y 18.75% (3/16)
resistentes a amikacina.

En la deteccidn fenotipica de las bombas de eflujo, se observd una reduccion
de la CMI de 2 a 8 veces, y de 2 a 6 veces al anadir ciprofloxacino mas el
inhibidor CCCP y PAPBN, respectivamente. Por lo contrario, se observo
reduccion de la CMI hasta 2 veces, y de 2 a 6 veces, al anadir amikacina mas
el inhibidor CCCP y PABN. Prediciendo el papel de la bomba de eflujo en la
resistencia de K. pneumoniae frente a ciprofloxacino y amikacina.

Se determind la prevalencia de la bomba de eflujo AcrAB, reportandose la
presencia del gen de resistencia acrA en el 43,75% (7/16) de cepas clinicas

identificadas molecularmente como K. pneumoniae.
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VIIl.

RECOMENDACIONES

Los hallazgos del presente estudio revelan que las bombas de eflujo son un
importante mecanismo de resistencia a multiples farmacos; en ese sentido,
se deben considerar las pruebas fenotipicas y genotipicas de las bombas de
eflujo como una alternativa para detectar nuevas cepas resistentes a los
antibiéticos en laboratorios, y luego los resultados deben informarse a los
médicos para que pueda prescribir correctamente algun antibiético. También
es importante que la informacidn actual pueda llegar al personal de salud en
su conjunto.

“‘“Ademas, se recomienda tomar las medidas necesarias para evitar la
diseminacién de estas cepas resistentes a multiples farmacos.”

Es necesario realizar experimentos con mas de un gen que codifique para la
bomba de eflujo AcrAB, ya que se ha reportado la presencia de genes de
resistencia en las bombas de eflujo OgxAB y AcrAB K. pneumoniae.
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ANEXOS

Anexo 01: Operacionalizacion de variables

- 4 : UNIDAD A
DEFINICION DEFINICION METODOS OBSERVACIO
VARIABLES | cONCEPTUAL | OPERACIONAL INDICADOR | D% N
Cepas clinicas de
Klebsiella pneumoniae pr}f;i%rg :penli'Ze
- es una bacteria , Técnica d
Cepas clinicas aislados de ecnica de -
. encapsulada . Genotipico PCRYy Tamarno de
de K/ebs:g//a gramnegativa que pacientes electroforesis |@amplicon 888 pb -
pneumoniae o hospitalizados
pertenece a la familia P
Enterobacteriaceae con diagnostico
' clinico de
neumonia.
Bomba de eflujo Inhibidores
Es un sistema de eflujo AcrAB Fenotipico | de la bomba Concsan_traoién i
perteneciente a la identificada de eflujo ~minima ug/mL
familia RDN, codificada mediante inhibitoria
Bomba de efluio|  PO" la proteina AcrA métodos
ACrAB ) (proteina periplasmica | microbioldgicos y
de fusion de moleculares en Técnica de
membrana) y AcrB | cepas clinicas de - -
(transportador Klebsiella Genotipico elecptglz)yesis szaﬂgé(:]el 226 pb )
transmembrana). pneumoniae. P
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Anexo 02: Aprobacion del comité de ética

Afx
EsSalud

Mas y mejor para ti
“Afio de la Universalizacion de la Salud”

COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION PARA COVID-19

CERTIFICADO DE APROBACION ETICA

El Comité de Etica en Investigacion para COVID-19 del Seguro Social de Salud — Essalud
hace constar que el protocolo de investigacion sefialado a continuacion fue APROBADO
bajo la categoria de REVISION EXPEDITA.

Titulo del estudio: Determinacion de coinfecciones virales y bacterianas en pacientes
hospitalizados por COVID-19, y comparacion de desenlaces clinicos hospitalarios

Investigador principal: Dr. Giancarlo Willmer Pérez Lazo

El protocolo aprobado corresponde a la version 1.0 de fecha 04 de junio de 2020.

Para la aprobacién se ha considerado el cumplimiento de pautas éticas en investigacion,
incluyendo el balance beneficio/riesgo, confidencialidad de los datos y otros.

Cualquier enmienda en los objetivos secundarios, metodologia y aspectos éticos debe ser
solicitada a este comité.

Cabe resaltar que, en concordancia con la resolucion N° 42-[ETSI-ESSALUD-2020 de fecha
27 de marzo de 2020, en el marco de la pandemia por COVID-19 y debido a la necesidad de
generar informacion cientifica de forma rapida, con las limitaciones existentes, la ejecucion
del estudio puede iniciar con la presente aprobacioén, siendo este comité el responsable de
comunicar a la Gerencia de la Red Prestacional Alimenara sobre la aprobacion del estudio.

El periodo de vigencia de la presente aprobacion sera de 12 meses; desde el 26 de junio de
2020 hasta el 25 de junio de 2021, debiendo solicitar la renovacién con 30 dias de
anticipacion.

Sirvase hacernos llegar los informes de avance del estudio en forma semestral a partir
la presente aprobacion y el articulo cientifico una vez concluido el estudio

Lima, 26 de junio de 2020

e
- 1 i
e 7 A

i

Dr. Jorge Alonso Garcia Mostajo
Presidente
Comité de Etica en Investigacion para COVID-19
etica.ietsi@gmail.com

www.essalud.gob.pe i Jr. Domingo Cueto N° 120
i Jeslis Maria
i Lima 11 - Pert
i Tel.: 265-6000 / 265-7000
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Anexo 03: Tablas con los resultados de las absorbancias

Tabla 9: Lecturas de la CMI con amikacina

Placa Di(':g;;'}fs 256 | 128 | 64 | 32 | 16 | 8 | 4 | 2 | 1 | 0.5 | 0.25 | control
Muestra Asr::I?a 1| 2|3 |4 |5 |6 | 7|8/ 9 /]10]11 12

HA2 1A 0.232 | 0.441 | 0.492 | 0.549 | 0.629 | 0.551 | 0.935 | 0.933 | 0.937 | 0.986 | 1.053 | 0.916
(KP-1) 1B 0.258 | 0.266 | 0.553 | 0.574 | 0.503 | 0.62 | 0.624 | 0.634 | 0.749 | 0.877 | 0.898 | 1.118
HA3 2A 0.405 | 0.359 | 0.402 | 0.383 | 0.391 | 0.442 | 0.475 | 0.559 | 0.459 | 0.502 | 0.573 | 0.547
(KP-2) 2B 0.374 | 0.38 | 0.4 |0.403|0.403 | 0.421 | 0.498 | 0.53 |0.468 | 0.489 | 0.622 | 0.499
HA4 3A 0.262 | 0.348 | 0.396 | 0.576 | 0.632 | 0.522 | 0.574 | 0.649 | 0.627 | 0.836 | 0.809 | 0.736
(KP-3) 3B 0.309 | 0.319 | 0.411 | 0.414 | 0.546 | 0.581 | 0.548 | 0.668 | 0.623 | 0.814 | 0.762 | 0.953
HA5 4A 0.167 | 0.197 | 0.205 | 0.237 | 0.258 | 0.284 | 0.309 | 0.319 | 0.353 | 0.373 | 0.271 | 0.447
(KP-4) 4B 0.189 | 0.444 | 0.44 |0.508 | 0.559 | 0.557 | 0.581 | 0.578 | 0.649 | 0.6 |0.399 | 0.587
HA6 5A 0.293 | 0.45 | 0.41 |0.494 | 0.539 | 0.496 | 0.503 | 0.51 |0.639 | 0.795 | 0.797 | 0.932
(KP-5) 5B 0.227 | 0.391 | 0.415 | 0.497 | 0.601 | 0.735 | 0.914 | 1.031 | 1.036 | 1.083 | 0.914 | 0.508
HA7 6A 0.164 | 0.21 |0.178 | 0.258 | 0.317 | 0.367 | 0.486 | 0.489 | 0.582 | 0.519 | 0.511 | 0.409
(KP-6) 6B 0.157 | 0.327 | 0.347 | 0.385 | 0.475 | 0.587 | 0.416 | 0.532 | 0.559 | 0.667 | 0.711 | 0.565
HAS 7A 0.225 | 0.56 | 0.566 | 0.484 | 0.568 | 0.594 | 0.662 | 0.65 | 0.479 | 0.775 | 0.642 | 0.588
(KP-7) 7B 0.199 | 0.542 | 0.529 | 0.499 | 0.578 | 0.574 | 0.654 | 0.459 | 0.692 | 0.859 | 0.706 | 0.611
HA51 8A 0.232 | 0.528 | 0.441 | 0.534 | 0.56 | 0.553 | 0.589 | 0.592 | 0.56 |0.672 | 0.661 | 0.559
(KP-8) 8B 0.248 | 0.523 | 0.481 | 0.45 | 0.513 | 0.547 | 0.577 | 0.616 | 0.634 | 0.763 | 0.642 | 0.569
HA58 9A 0.372 | 0.544 | 0.529 | 0.577 | 0.509 | 0.584 | 0.592 | 0.624 | 0.623 | 0.625 | 0.622 | 0.599
(KP-10) 9B 0.249 | 0.463 | 0.693 | 0.358 | 0.442 | 0.46 | 0.479 | 0.522 | 0.543 | 0.509 | 0.541 | 0.522
HA60 10A 0.485 | 0.523 | 0.608 | 0.702 | 0.666 | 0.677 | 0.684 | 0.709 | 0.735 | 0.773 | 0.719 | 0.7

(KP-11) 10B 0.518 | 0.499 | 0.568 | 0.631 | 0.659 | 0.668 | 0.664 | 0.701 | 0.692 | 0.721 | 0.762 | 0.71

HA69 11A 0.623 | 0.579 | 0.707 | 0.747 | 0.757 | 0.721 | 0.756 | 0.745 | 0.734 | 0.677 | 0.653 | 0.648
(KP-14) 11B 0.469 | 0.632 | 0.737 | 0.72 | 0.74 | 0.723|0.759 | 0.76 | 0.69 | 0.73 | 0.671 | 0.594
HA81 12A 0.089 | 0.151 | 0.354 | 0.491 | 0.493 | 0.507 | 0.541 | 0.54 | 0.561 | 0.65 | 0.414 | 0.401
(KP-15) 12B 0.131 | 0.201 | 0.284 | 0.213 | 0.244 | 0.318 | 0.334 | 0.4 |0.409 | 0.452 | 0.384 | 0.383
HASS 13A 0.384 | 0.597 | 0.622 | 0.659 | 0.643 | 0.649 | 0.644 | 0.669 | 0.648 | 0.649 | 0.628 | 0.417
(KP-16) 13B 0.544 | 0.703 | 0.721 | 0.728 | 0.714 | 0.74 | 0.701 | 0.68 | 0.71 | 0.666 | 0.664 | 0.621
HA103 14A 0.372 | 0.559 | 0.629 | 0.642 | 0.655 | 0.644 | 0.476 | 0.53 | 0.469 | 0.519 | 0.578 | 0.506
(KP-24) 14B 0.25 | 0.565 | 0.617 | 0.6 |0.696 | 0.743 | 0.635 | 0.604 | 0.544 | 0.584 | 0.595 | 0.639
HA127 15A 0.212 | 0.316 | 0.53 |0.628 | 0.62 | 0.681 | 0.607 | 0.594 | 0.707 | 0.726 | 0.657 | 0.571
(KP-27) 15B 0.185 | 0.369 | 0.353 | 0.488 | 0.547 | 0.533 | 0.472 | 0.64 |0.696 | 0.73 | 0.686 | 0.512
HA139 16A 0.348 | 0.414 | 0.619 | 0.623 | 0.86 |0.829 | 0.691 | 0.834 | 0.624 | 0.661 | 0.695 | 0.544
(KP-30) 16B 0.167 | 0.28 | 0.451 | 0.586 | 0.618 | 0.58 | 0.497 | 0.576 | 0.636 | 0.622 | 0.565 | 0.424
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Tabla 10: Lecturas de la CMI de ciprofloxacino

Diluciones

Placa 1 (ug/mi) 256 | 128 | 64 | 32 | 16 | 8 4 2 1 | 0.5 | 0.25 | control
Muestra gig'r‘(’) 102|345 6|7 |8/ 9/|10]|11] 12

HA2 1A 0.093 | 0.145 | 0.185 | 0.175 | 0.228 | 0.333 | 0.361 | 0.452 | 0.678 | 0.738 | 0.573 | 0.366
(KP-1) 1B 0.096 | 0.242 | 0.467 | 0.494 | 0.571 | 0.489 | 0.47 | 0.518 | 0.651 | 0.639 [0.759 | 0.58
HA3 2A 0.13 | 0.401 | 0.381(0.376 | 0.367 | 0.361 | 0.347 | 0.384 | 0.354 | 0.347 | 0.346 | 0.739
(KP-2) 2B 0.119 | 0.388 | 0.328 | 0.341 | 0.371 | 0.345 | 0.349 | 0.359 | 0.353 | 0.436 | 0.362 | 0.347
HA4 3A 0.163 | 0.474 | 0.465 | 0.477 | 0.502 | 0.502 | 0.572 | 0.523 | 0.688 | 0.699 | 0.872 | 0.59
(KP-3) 3B 0.173 | 0.408 | 0.406 | 0.537 | 0.62 | 0.495|0.584 | 0.581 | 0.971 | 0.838 | 0.699 | 0.892
HA5 4A 0.176 | 0.384 | 0.497 | 0.551 | 0.418 | 0.452 | 0.418 | 0.458 | 0.487 | 0.571 | 0.617 | 0.615
(KP-4) 4B 0.088 | 0.211 | 0.235 | 0.243 | 0.295 | 0.276 | 0.277 | 0.215 [ 0.292 | 0.26 |0.346 | 0.492
HA6 5A 0.162 | 0.261 | 0.317 | 0.319 | 0.324 | 0.408 | 0.529 | 0.688 | 0.873 | 0.934 | 0.952 | 0.594
(KP-5) 5B 0.209 | 0.334 | 0.433 | 0.409 | 0.43 |0.412 | 0.436 | 0.585 | 0.758 | 0.815 [ 0.995 | 1.004
HA7 6A 0.27 | 0.401 | 0.527 | 0.546 | 0.527 | 0.621 | 0.659 | 0.702 | 0.739 | 0.876 | 0.771 | 0.728
(KP-6) 6B 0.214 | 0.451 | 0.552 | 0.612 | 0.606 | 0.633 | 0.787 | 0.698 | 0.698 | 0.858 | 0.87 | 0.772
HA8 7A 0.264 | 0.423 | 0.557 | 0.517 | 0.53 | 0.572 | 0.521 | 0.541 | 0.692 | 0.963 | 0.801 | 1.078
(KP-7) 7B 0.198 | 0.46 | 0.53 | 0.564 | 0.542 | 0.558 | 0.614 | 0.608 | 0.776 | 1.082 [ 0.997 | 0.901
HA51 8A 0.207 | 0.397 | 0.583 | 0.671 | 0.886 | 0.908 | 0.794 | 0.671 | 0.615 | 0.642 [ 0.821 | 0.701
(KP-8) 8B 0.174 | 0.261 | 0.515 | 0.493 | 0.629 | 0.781 | 0.885 | 0.892 | 0.644 | 0.678 | 0.731 | 0.871
HA58 9A 0.135 | 0.332 | 0.463 | 0.566 | 0.708 | 0.694 | 0.744 | 0.794 | 0.693 | 0.89 | 0.46 | 0.372
(KP-10) 9B 0.16 | 0.39 | 0.53 | 0.64 | 0.799 |0.806 | 0.714 | 0.552 | 0.632 | 0.643 | 0.746 | 0.524
HA60 10A 0.221| 0.42 | 0.541|0.488 | 0.535 | 0.515 | 0.394 | 0.361 | 0.512 | 0.996 | 0.821 | 0.993
(KP-11) 10B 0.151 | 0.563 | 0.541 | 0.564 | 0.569 | 0.551 | 0.389 | 0.435 [ 0.599 | 0.529 | 0.839 | 1

HA69 11A 0.254 | 0.78 | 0.853 | 0.927 | 0.95 | 0.94 |0.914 | 0.673 | 0.607 | 0.452 | 0.644 | 0.841
(KP-14) 11B 0.155 | 0.804 | 0.86 |0.848 | 0.998 | 0.855 | 0.789 | 0.685 | 0.554 | 0.606 | 0.736 | 0.852
HA81 12A 0.145 | 0.289 | 0.488 | 0.492 | 0.627 | 0.432 | 0.695 | 0.413 | 0.587 | 0.482 | 0.591 | 0.502
(KP-15) 12B 0.135|0.174 | 0.268 | 0.279 | 0.455 | 0.64 | 0.75 | 0.526 | 0.305 | 0.584 | 0.592 | 0.463
HA8S 13A 0.227 | 0.318 | 0.449 | 0.426 | 0.516 | 0.58 |0.489 | 0.557 | 0.57 | 0.545 |0.383 | 0.284
(KP-16) 13B 0.088 | 0.729 | 0.762 | 0.887 | 0.815 | 0.859 | 0.765 | 0.668 | 0.732 | 0.759 | 0.846 | 0.386
HA103 14A 0.107 | 0.466 | 0.5 | 0.59 | 0.46 |0.518 | 0.454 | 0.46 |0.434|0.509 |0.532 | 0.375
(KP-24) 14B 0.097 | 0.394 | 0.389 | 0.559 | 0.546 | 0.55 | 0.483 | 0.455 | 0.469 | 0.454 | 0.567 | 0.362
HA127 15A 0.095| 0.4 |0.524| 0.52 |0.514 | 0.583 | 0.471 | 0.654 |0.666 | 0.932 [ 1.096 | 0.517
(KP-27) 15B 0.088 | 0.4 |0.467 |0.483 | 0.59 |0.348 | 0.503 | 0.552 | 0.577 | 0.719 | 0.943 | 0.396
HA139 16A 0.164 | 0.315 | 0.453 | 0.649 | 0.597 | 0.954 | 0.722 | 0.792 | 0.837 | 0.723 | 0.736 | 0.602
(KP-30) 16B 0.094 | 0.199 | 0.195 | 0.607 | 0.329 | 0.71 |0.601 | 0.561 | 0.482 | 0.43 |0.449 | 0.302

60




Tabla 11: Lecturas de la CMI amikacina mas el inhibidor de la bomba de

eflujo (PABN)

Diluciones

Placa 1 (ug/ml) 256 | 128 | 64 32 16 8 4 2 1 0.5 | 0.25 | control
Muestra ATilL‘aagi,\rj‘a 1234|5678/ 9/10]11] 12

HA2 1A 0.202 [ 0.311 | 0.339 | 0.353 | 0.352 | 0.401 | 0.446 | 0.474 | 0.486 | 0.499 | 0.512 | 0.406
(KP-1) 1B 0.189 | 0.383 | 0.419 | 0.427 | 0.491 | 0.605 | 0.622 | 0.544 | 0.548 | 0.631 | 0.714 | 0.502
HA3 2A 0.169 | 0.304 | 0.454 | 0.431 | 0.444 | 0.455 | 0.47 | 0.502 | 0.404 | 0.453 | 0.336 | 0.263
(KP-2) 2B 0.174 | 0.279 | 0.428 | 0.434 | 0.47 | 0.459 | 0.453 | 0.476 | 0.428 | 0.444 | 0.346 | 0.266
HA4 3A 0.223 [ 0.295 | 0.424 | 0.429 | 0.447 | 0.397 | 0.578 | 0.631 | 0.589 | 0.663 | 0.557 | 0.488
(KP-3) 3B 0.227 [ 0.296 | 0.431 [ 0.413 | 0.461 | 0.552 | 0.584 | 0.608 | 0.609 | 0.642 | 0.567 | 0.458
HA5 4A 0.171 [ 0.265 | 0.29 |0.282 | 0.297 | 0.329 | 0.338 | 0.359 | 0.382 | 0.415 | 0.318 | 0.29

(KP-4) 4B 0.254 | 0.387 | 0.393 | 0.429 | 0.439 | 0.484 | 0.487 | 0.501 | 0.505 | 0.53 |0.445 | 0.567
HAG 5A 0.264 | 0.312 | 0.346 | 0.346 | 0.388 | 0.421 | 0.488 | 0.534 | 0.503 | 0.579 | 0.585 | 0.436
(KP-5) 5B 0.176 [ 0.267 | 0.26 |0.253 | 0.302 | 0.345 | 0.394 | 0.468 | 0.463 | 0.452 | 0.452 | 0.344
HA7 6A 0.112|0.147 | 0.151 | 0.149 | 0.152 | 0.213 | 0.252 | 0.42 | 0.311 | 0.357 | 0.363 | 0.223
(KP-6) 6B 0.097 | 0.339 | 0.438 | 0.464 | 0.424 | 0.462 | 0.558 | 0.626 | 0.544 | 0.631 | 0.387 | 0.38
HAS 7A 0.333 [ 0.414 | 0.508 | 0.473 | 0.527 | 0.531 | 0.527 | 0.6 |0.684 |0.778 | 0.6 | 0.617
(KP-7) 7B 0.332 (0483 | 0.48 | 0.51 | 0.57 | 0.571 | 0.607 | 0.599 | 0.713 | 0.734 | 0.779 | 0.627
HA51 8A 0.369 | 0.512 | 0.555 | 0.491 | 0.379 | 0.551 | 0.518 | 0.562 | 0.619 | 0.687 | 0.707 | 0.598
(KP-8) 8B 0.363 | 0.468 | 0.524 | 0.494 | 0.502 | 0.317 | 0.563 | 0.581 | 0.606 | 0.708 | 0.703 | 0.584
HA58 9A 0.367 | 0.447 | 0.423 | 0.49 |0.519 | 0.512 | 0.524 | 0.505 | 0.57 | 0.547 | 0.539 | 0.584
(KP-10) 9B 0.237 | 0.352 | 0.381 | 0.384 | 0.402 | 0.419 | 0.429 | 0.46 |0.505 | 0.557 | 0.518 | 0.52
HA60 10A 0.401 | 0.488 | 0.506 | 0.551 | 0.456 | 0.533 | 0.579 | 0.62 | 0.614 | 0.7 |0.663 | 0.678
(KP-11) 10B 0.387 | 0.452 | 0.502 | 0.541 | 0.569 | 0.584 | 0.609 | 0.636 | 0.619 | 0.696 | 0.697 | 0.694
HA69 11A 0.595 | 0.628 | 0.631 | 0.517 | 0.656 | 0.558 | 0.573 | 0.524 | 0.565 | 0.621 | 0.574 | 0.625
(KP-14) 11B 0.621 | 0.671 | 0.659 | 0.622 | 0.673 | 0.554 | 0.599 | 0.617 | 0.594 | 0.633 | 0.575 | 0.614
HA81 12A 0.233 [ 0.354 | 0.392 | 0.408 | 0.424 | 0.433 | 0.452 | 0.48 | 0.499 | 0.494 | 0.493 | 0.394
(KP-15) 12B 0.16 | 0.227 | 0.248 | 0.237 | 0.272 | 0.295 | 0.352 | 0.418 | 0.452 | 0.442 | 0.4 | 0.329
HASS 13A 0.372 | 0.541 | 0.572 | 0.624 | 0.625 | 0.608 | 0.612 | 0.621 | 0.615 | 0.6 |0.583 | 0.449
(KP-16) 13B 0.541 | 0.644 | 0.643 | 0.619 | 0.693 | 0.692 | 0.608 | 0.668 | 0.705 | 0.661 | 0.664 | 0.614
HA103 14A 0.168 | 0.514 | 0.489 | 0.506 | 0.504 | 0.546 | 0.554 | 0.484 | 0.413 | 0.438 | 0.514 | 0.214
(KP-24) 14B 0.172 | 0.466 | 0.416 | 0.458 | 0.523 | 0.455 | 0.6 |0.462 | 0.457 | 0.434 | 0.536 | 0.213
HA127 15A 0.108 [ 0.373 | 0.347 | 0.344 | 0.37 | 0.503 | 0.535 | 0.534 | 0.536 | 0.585 | 0.645 | 0.353
(KP-27) 15B 0.113 | 0.406 | 0.383 | 0.413 | 0.42 | 0.491 | 0.566 | 0.476 | 0.612 | 0.608 | 0.604 | 0.372
HA139 16A 0.213 [ 0.475 | 0.521 | 0.552 | 0.566 | 0.67 | 0.704 | 0.565 | 0.676 | 0.677 | 0.695 | 0.478
(KP-30) 16B 0.195 | 0.209 | 0.315 | 0.378 | 0.369 | 0.325 | 0.353 | 0.329 | 0.376 | 0.486 | 0.421 | 0.37
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Tabla 12: Lecturas de la CMI amikacina mas el inhibidor de la bomba de

eflujo (CCCP)

Placa 1 D'('ﬁg}%”l)es 256 | 128 | 64 | 32 | 16 | 8 | 4 | 2 | 1 | 05 |0.25]control
Muestra| ATRaANA| 4 | 2 | 3 | 4 | 5 |6 | 7 | 8 | 9 |10 11| 1

HA2 1A 0.325|0.345 | 0.381 | 0.4 |0.496 |0.493 | 0.453 [ 0.499 | 0.522 | 0.518 | 0.433 | 0.265
(KP-1) 1B 0.378 | 0.44 |0.484 | 0.457 | 0.59 | 0.532 | 0.674 | 0.528 | 0.426 | 0.672 | 0.606 | 0.414
HA3 2A 0.311| 0.38 | 0.394 | 0.44 |0.402 | 0.416 | 0.427 [0.385 | 0.36 | 0.39 |0.369 | 0.262
(KP-2) 2B 0.332 | 0.369 | 0.449 | 0.432 | 0.422 | 0.428 | 0.453 | 0.435 | 0.375 | 0.415 | 0.404 | 0.281
HA4 3A 0.321 | 0.373 | 0.377 | 0.385 | 0.387 | 0.368 | 0.387 | 0.379 | 0.382 | 0.374 | 0.316 | 0.278
(KP-3) 3B 0.325 | 0.366 | 0.364 | 0.381 | 0.362 | 0.369 | 0.36 | 0.37 | 0.36 [0.344 [0.329 | 0.28
HA5 4A 0.407 | 0.464 | 0.483 | 0.484 | 0.487 | 0.482 | 0.476 | 0.47 |0.459 | 0.469 | 0.453 | 0.332
(KP-4) 4B 0.426 | 0.484 | 0.479 | 0.484 | 0.476 | 0.474 | 0.466 | 0.469 | 0.466 | 0.467 | 0.462 | 0.443
HA6 5A 0.324 | 0.352 | 0.364 | 0.4 | 0.41 |0.418 |0.398 |0.407 | 0.366 | 0.403 | 0.435 | 0.323
(KP-5) 5B 0.245 | 0.289 | 0.299 | 0.318 | 0.301 | 0.325 | 0.317 | 0.343 | 0.305 | 0.362 | 0.326 | 0.262
HA7 6A 0.125|0.136 | 0.167 | 0.168 | 0.165 | 0.194 | 0.189 [ 0.198 | 0.184 | 0.096 | 0.183 | 0.136
(KP-6) 6B 0.158 | 0.18 | 0.287 | 0.423 | 0.443 | 0.395 | 0.213 | 0.414 | 0.423 | 0.148 | 0.236 | 0.172
HAS 7A 0.449 | 0.527 | 0.527 | 0.546 | 0.544 | 0.542 | 0.54 |0.534 | 0.543 | 0.517 | 0.505 | 0.485
(KP-7) 7B 0.314 | 0.504 | 0.539 | 0.544 | 0.551 | 0.553 | 0.553 | 0.556 | 0.53 | 0.472 | 0.445 | 0.444
HA51 8A 0.492 | 0.504 | 0.535 | 0.53 |0.563 | 0.545 | 0.546 | 0.546 | 0.553 | 0.519 | 0.517 | 0.453
(KP-8) 8B 0.499 | 0.461 | 0.537 | 0.531 | 0.54 | 0.54 | 0.546 | 0.553 | 0.544 | 0.54 |0.544 | 0.456
HA58 9A 0.345 | 0.432 | 0.515 | 0.552 | 0.458 | 0.519 | 0.508 | 0.583 | 0.587 | 0.576 | 0.452 | 0.367
(KP-10) 9B 0.215 | 0.336 | 0.375 | 0.351 | 0.37 | 0.357 | 0.415 | 0.436 | 0.436 | 0.437 | 0.413 | 0.304
HA60 10A | 0.371|0.528 | 0.451 | 0.525 | 0.57 | 0.581 | 0.559 | 0.576 | 0.592 | 0.538 | 0.479 | 0.32
(KP-11) 10B 0.396 | 0.51 |0.574 |0.516 | 0.575 | 0.577 | 0.585 | 0.576 | 0.576 | 0.522 | 0.569 | 0.359
HA69 11A | 0.285|0.414 | 0.472 | 0.471 | 0.477 | 0.476 | 0.501 | 0.475 | 0.486 | 0.441 | 0.466 | 0.249
(KP-14) 11B | 0.287 | 0.443 | 0.502 | 0.509 | 0.488 | 0.512 | 0.481 | 0.503 | 0.451 | 0.452 | 0.442 | 0.266
HA81 12A | 0.491| 0.55 | 0.589 | 0.431 | 0.432 | 0.439 | 0.439 | 0.437 | 0.437 | 0.441 | 0.454 | 0.338
(KP-15) 12B 0.31 |0.561 |0.562 | 0.49 |0.531 | 0.581 | 0.409 |0.402 [ 0.399 [0.395 | 0.41 | 0.35
HASS 13A | 0.186|0.276 | 0.318 | 0.314 | 0.315| 0.317 | 0.319 | 0.309 | 0.319 | 0.324 | 0.281 | 0.177
(KP-16) 13B | 0.284 | 0.336 | 0.458 | 0.489 | 0.459 | 0.456 | 0.457 | 0.495 | 0.444 | 0.461 | 0.324 | 0.259
HA103 14A | 0.201|0.311|0.362 | 0.332 | 0.474 | 0.455 | 0.12 | 0.321 | 0.094 | 0.341 | 0.321 | 0.177
(KP-24) 14B 0.339 | 0.176 | 0.264 | 0.386 | 0.536 | 0.491 | 0.424 | 0.429 | 0.34 | 0.276 | 0.59 | 0.217
HA127 15A | 0.139|0.263 | 0.192 | 0.205 | 0.183 | 0.325 | 0.455 | 0.406 | 0.315 | 0.303 | 0.185 | 0.153
(KP-27) 15B 0.136 | 0.178 | 0.258 | 0.263 | 0.286 | 0.276 | 0.199 | 0.283 | 0.18 | 0.341 | 0.268 | 0.161
HA139 16A | 0.204 | 0.225 | 0.32 | 0.483 [ 0.543 | 0.61 |0.625 | 0.447 | 0.484 | 0.221 | 0.393 | 0.23

(KP-30) 16B 0.171|0.226 | 0.246 | 0.25 | 0.25 | 0.246 | 0.235 | 0.255 | 0.241 | 0.073 | 0.222 | 0.191
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Tabla 13: Lecturas de la CMI ciprofloxacino mas el inhibidor de la bomba

de eflujo (PABN)

Placa 1 Di('ﬁg}%”l)es 256 | 128 | 64 | 32 | 16 | 8 | 4 | 2 | 1 | 05 |0.25]control
Muestra CFLZE’N+ 12|34 |5 |6| 78] 9 |10]11] 12

HA2 1A 0.253 | 0.303 | 0.339 | 0.302 | 0.313 | 0.299 | 0.288 | 0.335 | 0.441 | 0.553 | 0.472 | 0.419
(KP-1) 1B 0.266 | 0.418 | 0.454 | 0.447 | 0.441 | 0.42 | 0.456 | 0.448 | 0.516 | 0.666 | 0.793 | 0.522
HA3 2A 0.281 | 0.371 | 0.427 | 0.407 | 0.421 | 0.379 | 0.373 | 0.37 | 0.36 |0.414 [0.366 | 0.37
(KP-2) 2B 0.269 | 0.384 | 0.42 |0.406 | 0.397 | 0.421 | 0.409 | 0.355 | 0.395 | 0.438 | 0.369 | 0.364
HA4 3A 0.298 | 0.419 | 0.499 [ 0.502 | 0.53 | 0.481 | 0.516 [ 0.521 | 0.554 | 0.668 | 0.718 | 0.895
(KP-3) 3B 0.275 | 0.42 | 0.45 |0.451 | 0.514 | 0.504 | 0.536 | 0.485 | 0.565 | 0.636 | 0.735 | 0.836
HA5 4A 0.316 | 0.387 | 0.416 | 0.416 | 0.432 | 0.431 | 0.449 | 0.403 | 0.413 | 0.457 | 0.474 | 0.877
(KP-4) 4B 0.247 | 0.334 | 0.302 | 0.303 | 0.312 | 0.33 | 0.322 | 0.315 [ 0.304 | 0.354 | 0.321 | 0.461
HA6 5A 0.118{0.201 | 0.235 | 0.4 |0.243|0.275 [0.262 | 0.295 | 0.374 | 0.514 | 0.585 | 0.342
(KP-5) 5B 0.145 | 0.259 | 0.299 | 0.315 | 0.337 | 0.364 | 0.319 | 0.33 |0.396 | 0.533 | 0.693 | 0.543
HA7 6A 0.196 | 0.294 | 0.333 | 0.342 | 0.368 | 0.402 | 0.396 | 0.361 | 0.439 | 0.604 | 0.591 | 0.655
(KP-6) 6B 0.205 | 0.301 | 0.359 | 0.337 | 0.427 | 0.432 | 0.399 | 0.425 | 0.428 | 0.542 | 0.615 | 0.544
HAS 7A 0.22 |0.273|0.344 | 0.34 |0.338 | 0.412 | 0.414 [ 0.398 | 0.345 | 0.455 | 0.661 | 0.614
(KP-7) 7B 0.19 | 0.27 |0.343 | 0.356 | 0.345 | 0.384 | 0.361 [ 0.355 | 0.35 |0.437 | 0.639 | 0.512
HA51 8A 0.179 | 0.251 | 0.264 | 0.26 |0.269 | 0.461 | 0.553 | 0.635 | 0.489 | 0.544 | 0.571 | 0.411
(KP-8) 8B 0.127 | 0.195 | 0.212 | 0.196 | 0.206 | 0.359 | 0.398 | 0.471 | 0.312 | 0.343 | 0.372 | 0.302
HA58 9A 0.16 |0.261 | 0.361 | 0.394 | 0.495 | 0.565 | 0.513 | 0.545 | 0.533 | 0.631 | 0.484 | 0.305
(KP-10) 9B 0.154 | 0.367 | 0.544 | 0.629 | 0.712 | 0.793 | 0.762 | 0.663 | 0.714 | 0.732 | 0.706 | 0.642
HA60 10A | 0.308 | 0.439 | 0.584 | 0.691 | 0.666 | 0.527 | 0.524 | 0.506 | 0.524 | 0.601 | 0.802 | 0.797
(KP-11) | 10B | 0.215|0.536 | 0.635 | 0.625 | 0.62 | 0.583 | 0.51 |0.553 | 0.55 | 0.652 | 0.731| 0.786
HA69 11A | 0.194| 0.46 | 0.514 | 0.684 | 0.808 | 0.811 | 0.696 | 0.704 | 0.729 | 0.807 | 0.766 | 0.633
(KP-14) 11B 0.2 |0.484|0.529 | 0.698 | 0.806 | 0.913 | 0.709 | 0.705 | 0.705 | 0.479 | 0.804 | 0.726
HA81 12A | 0.169 | 0.239 | 0.455 | 0.505 | 0.403 | 0.455 | 0.46 | 0.48 | 0.47 | 0.627 | 0.604 | 0.673
(KP-15) 12B | 0.114|0.206 | 0.221 | 0.219 | 0.247 | 0.302 | 0.24 |0.319 | 0.347 | 0.48 | 0.439 | 0.323
HA88 13A | 0.106| 0.15 | 0.215 | 0.358 | 0.436 | 0.486 | 0.391 | 0.426 | 0.533 | 0.463 | 0.436 | 0.349
(KP-16) | 13B | 0.096 | 0.259 | 0.231 | 0.523 | 0.483 | 0.521 | 0.484 | 0.522 | 0.536 | 0.614 | 0.754 | 0.528
HA103 14A 0.12 |0.162 | 0.237 | 0.467 | 0.424 | 0.5 |0.337 [0.447 | 0.329 | 0.407 | 0.242 | 0.332
(KP-24) 14B 0.11 | 0.17 | 0.359 | 0.513 | 0.488 | 0.528 | 0.481 | 0.468 | 0.494 | 0.486 | 0.254 | 0.357
HA127 15A  |0.137| 0.21 | 0.34 | 0.336 | 0.517 | 0.569 | 0.55 | 0.491 | 0.535 | 0.847 | 0.557 | 0.633
(KP-27) 15B 0.111 | 0.197 | 0.294 | 0.427 | 0.518 | 0.61 | 0.512 | 0.595 | 0.519 | 0.747 | 0.665 | 0.62
HA139 16A | 0.121|0.223|0.293 | 0.28 | 0.274 | 0.376 | 0.449 | 0.498 | 0.58 | 0.606 | 0.536 | 0.635
(KP-30) 16B 0.092 | 0.221 | 0.227 | 0.226 | 0.217 | 0.536 | 0.698 | 0.619 | 0.526 | 0.537 | 0.548 | 0.323
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Tabla 14: Lecturas de la CMI ciprofloxacino mas el inhibidor de la

bomba de eflujo (CCCP)

Placa 1 Di('ﬁg}%”l)es 256 | 128 | 64 | 32 | 16 | 8 | 4 | 2 | 1 | 05 |0.25]control
Muestra| QO3 | 1| 2 | 3 | 4 | 5 |6 | 7 |8 | 9|10 11| 1

HA2 1A 0.201 | 0.254 | 0.279 | 0.285 | 0.276 | 0.276 | 0.283 [ 0.281 [ 0.288 | 0.31 |0.276 | 0.182
(KP-1) 1B 0.249 | 0.325 | 0.336 | 0.336 | 0.363 | 0.344 | 0.373 | 0.357 | 0.356 | 0.408 | 0.454 | 0.258
HA3 2A 0.232 | 0.308 | 0.313 | 0.287 | 0.304 | 0.322 | 0.329 | 0.309 | 0.304 | 0.303 | 0.293 | 0.242
(KP-2) 2B 0.24 | 0.31 |0.309 | 0.328 | 0.335 | 0.307 | 0.321 | 0.331 | 0.309 | 0.317 | 0.294 | 0.244
HA4 3A 0.264 | 0.331 | 0.342 | 0.323 | 0.368 | 0.315 | 0.331 [ 0.357 | 0.343 | 0.332 | 0.372 | 0.258
(KP-3) 3B 0.227 | 0.332 | 0.326 | 0.344 | 0.341 | 0.322 | 0.329 | 0.33 |0.318 | 0.329 | 0.362 | 0.268
HA5 4A 0.255 | 0.287 | 0.313 | 0.313 | 0.302 | 0.302 | 0.311 | 0.315 [ 0.299 | 0.301 | 0.32 | 0.264
(KP-4) 4B 0.201 | 0.24 |0.255 | 0.259 | 0.268 | 0.268 | 0.276 | 0.286 | 0.286 | 0.265 | 0.272 | 0.218
HA6 5A 0.147 | 0.199 | 0.216 | 0.23 |0.227 | 0.227 | 0.241 | 0.261 | 0.253 | 0.271 | 0.232 | 0.174
(KP-5) 5B 0.168| 0.4 |0426| 05 |0.475|0.497 | 0.476 |0.462 | 0.47 |0.472 |0.407 | 0.235
HA7 6A 0.232 | 0.424 | 0.469 | 0.457 | 0.468 | 0.401 | 0.437 [ 0.439 [ 0.393 | 0.394 | 0.389 | 0.23

(KP-6) 6B 0.229 | 0.453 | 0.291 | 0.454 | 0.465 | 0.451 | 0.412 | 0.405 | 0.395 | 0.41 |0.457 | 0.229
HAS 7A 0.259 | 0.454 | 0.412 | 0.486 | 0.451 | 0.491 | 0.454 | 0.471 | 0.426 | 0.453 | 0.504 | 0.254
(KP-7) 7B 0.241 | 0.455 | 0.452 | 0.499 | 0.35 | 0.44 |0.403 [0.412 | 0.46 |0.452 | 0.51 | 0.239
HA51 8A 0.186 | 0.296 | 0.421 | 0.412 | 0.405 | 0.396 | 0.418 | 0.467 | 0.413 | 0.433 | 0.33 | 0.2

(KP-8) 8B 0.129 | 0.175 | 0.197 | 0.198 | 0.205 | 0.198 | 0.208 | 0.208 | 0.205 | 0.218 | 0.185 | 0.157
HA58 9A 0.193 | 0.236 | 0.302 | 0.267 | 0.276 | 0.284 | 0.285 [ 0.315 | 0.29 |0.335 | 0.327 | 0.255
(KP-10) 9B 0.157 | 0.397 | 0.382 | 0.382 | 0.364 | 0.372 | 0.295 [ 0.331 | 0.251 | 0.313 | 0.416 | 0.315
HA60 10A | 0.255|0.346 | 0.465 | 0.557 | 0.555 | 0.529 | 0.43 | 0.451 | 0.384 | 0.403 | 0.468 | 0.32
(KP-11) 10B 0.24 | 0.513|0.575 | 0.584 | 0.603 | 0.591 | 0.472 | 0.473 | 0.414 | 0.38 | 0.355 | 0.319
HA69 11A | 0.216|0.301 | 0.423 | 0.428 | 0.419 | 0.468 | 0.392 | 0.395 | 0.294 | 0.34 | 0.235 | 0.228
(KP-14) 11B | 0.213|0.264 | 0.369 | 0.314 | 0.398 | 0.413 | 0.385 | 0.363 | 0.27 | 0.321 | 0.233 | 0.227
HAS81 12A | 0.183|0.251 | 0.241 | 0.235 | 0.235 | 0.243 | 0.241 | 0.202 | 0.194 | 0.206 | 0.215 | 0.211
(KP-15) 12B 0.138 | 0.191 | 0.179 [ 0.193 [ 0.189 [ 0.197 [ 0.199 | 0.195 | 0.195 | 0.19 | 0.189 | 0.139
HA88 13A | 0.124|0.169|0.166 | 0.17 | 0.17 | 0.177|0.181 | 0.201 | 0.175|0.178 | 0.177 | 0.171
(KP-16) | 13B | 0.147|0.186 | 0.211 | 0.202 | 0.199 | 0.2 |0.193|0.192 [ 0.187 | 0.199 | 0.227 | 0.181
HA103 14A | 0.104| 0.16 | 0.276 | 0.263 | 0.294 | 0.28 | 0.249 | 0.227 | 0.206 | 0.207 | 0.231 | 0.166
(KP-24) 14B 0.098 | 0.168 | 0.252 | 0.248 | 0.267 | 0.365 | 0.231 | 0.241 | 0.211 | 0.223 | 0.219 | 0.17
HA127 15A | 0.157| 0.22 | 0.209 | 0.233 | 0.219 | 0.382 | 0.212 | 0.231 | 0.206 | 0.207 | 0.173 | 0.164
(KP-27) | 15B | 0.101|0.215|0.211 | 0.232 | 0.22 | 0.207 | 0.217 | 0.221 | 0.205 | 0.212 | 0.201 | 0.159
HA139 16A  |0.173|0.281 | 0.23 |0.221 | 0.229 | 0.194 | 0.263 | 0.189 | 0.174 | 0.196 | 0.259 | 0.224
(KP-30) 16B 0.11 | 0.185|0.215 | 0.225 | 0.212 | 0.168 | 0.21 |0.224 | 0.223 | 0.2 |0.213| 0.167
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Anexo 04: Graficos con los resultados de las absorbancias vs Concentracion
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Anexo 05. Resultados del antibiograma del laboratorio de microbiologia del Hospital Almenara

i i Fecha de Patégeno identificado Amoxicilina/ .
CODIGO DE copiGo tomade | (Microbiologia Hospital | Amikacina acido Ampicilina Ampicilina Aztreonam Cefalotina Cefepima | Cefotaxima
PROCEDENCIA | ASIGANDO IIN . Sulbactam
muestra Almenara) clavulanico

146 KP-1 12/06/2018 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | SENSIBLE RESISTENTE | NO SEPROBO [ NO SEPROBO |NO SEPROBO| NO SEPROBO |NO SEPROBO| RESISTENTE
147 KP-2 15/06/2018 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | SENSIBLE RESISTENTE | NO SEPROBO [ NO SEPROBO |NO SEPROBO| NO SEPROBO |NO SEPROBO| RESISTENTE
148 KP-3 15/06/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | SENSIBLE RESISTENTE | NO SEPROBO [ NO SEPROBO |NO SEPROBO| NO SEPROBO |NO SEPROBO| RESISTENTE
149 KP-4 15/06/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | SENSIBLE RESISTENTE | NO SEPROBO [ NO SEPROBO |NO SEPROBO| NO SEPROBO |NO SEPROBO| RESISTENTE
150 KP-5 15/06/2018 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE [ SENSIBLE RESISTENTE | NO SEPROBO [ NO SEPROBO |NO SEPROBO| NO SEPROBO |NO SEPROBO| RESISTENTE
151 KP-6 15/06/2018 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE [ SENSIBLE RESISTENTE | NO SEPROBO [ NO SEPROBO |NO SEPROBO| NO SEPROBO |NO SEPROBO| RESISTENTE
152 KP-7 20/06/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE NO SE PROBO | RESISTENTE | NO SEPROBO | RESISTENTE | RESISTENTE
5 KP-8 5/02/2019 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE [INTERMEDIO| RESISTENTE RESISTENTE NO SE PROBO RESISTENTE | NO SE PROBO RESISTENTE | RESISTENTE
7 KP-9 5/02/2019 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE NO SE PROBO | RESISTENTE | NO SEPROBO | RESISTENTE | RESISTENTE
12 KP-10 14/02/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE NO SE PROBO | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
14 KP-11 14/02/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | SENSIBLE RESISTENTE | NO SEPROBO [ NO SEPROBO |NO SEPROBO| NO SEPROBO |NO SEPROBO| RESISTENTE
19 KP-12 19/02/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | INTERMEDIO| RESISTENTE RESISTENTE NO SE PROBO RESISTENTE | NO SE PROBO RESISTENTE | RESISTENTE
21 KP-13 19/02/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE | NO SE PROBO RESISTENTE | RESISTENTE
23 KP-14 19/02/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE NO SEPROBO | RESISTENTE | NO SEPROBO | RESISTENTE | RESISTENTE
35 KP-15 21/02/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE |INTERMEDIO| RESISTENTE RESISTENTE NO SE PROBO | RESISTENTE | NO SEPROBO | RESISTENTE | RESISTENTE
42 KP-16 27/02/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE | NO SEPROBO | RESISTENTE | RESISTENTE
202 KP-17 20/12/2018 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | INTERMEDIO| RESISTENTE RESISTENTE NO SE PROBO RESISTENTE | NO SE PROBO RESISTENTE | RESISTENTE
203 KP-18 20/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE |INTERMEDIO| RESISTENTE RESISTENTE NO SEPROBO | RESISTENTE | NO SEPROBO | RESISTENTE | RESISTENTE
206 KP-19 20/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE |INTERMEDIO| RESISTENTE RESISTENTE NO SE PROBO | RESISTENTE | NO SEPROBO | RESISTENTE | RESISTENTE
210 KP-20 19/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE [INTERMEDIO| RESISTENTE RESISTENTE NO SE PROBO | RESISTENTE | NO SEPROBO | RESISTENTE | RESISTENTE
211 KP-21 19/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE NO SE PROBO RESISTENTE | NO SE PROBO RESISTENTE | RESISTENTE
212 KP-22 19/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | INTERMEDIO| RESISTENTE RESISTENTE NO SE PROBO RESISTENTE | NO SE PROBO RESISTENTE | RESISTENTE
213 KP-23 19/12/2018 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE [INTERMEDIO| RESISTENTE RESISTENTE NO SE PROBO | RESISTENTE | NO SEPROBO | RESISTENTE | RESISTENTE
214 KP-24 19/12/2018 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE [INTERMEDIO| RESISTENTE RESISTENTE NO SE PROBO | RESISTENTE | NO SEPROBO | RESISTENTE | RESISTENTE
215 KP-25 19/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE NO SE PROBO | RESISTENTE | NOSEPROBO | RESISTENTE | RESISTENTE
216 KP-26 19/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | INTERMEDIO| RESISTENTE RESISTENTE NO SE PROBO RESISTENTE | NO SE PROBO RESISTENTE | RESISTENTE
51 KP-27 11/01/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE NO SE PROBO | RESISTENTE | NO SEPROBO | RESISTENTE | RESISTENTE
57 KP-28 12/01/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE NO SE PROBO | RESISTENTE | NO SEPROBO | RESISTENTE | RESISTENTE
62 KP-29 17/01/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | SENSIBLE RESISTENTE SENSIBLE NO SE PROBO | RESISTENTE | NO SEPROBO | RESISTENTE | RESISTENTE
63 KP-30 19/01/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | SENSIBLE RESISTENTE | NO SEPROBO [ NO SEPROBO |NO SEPROBO| NO SEPROBO |NO SEPROBO| RESISTENTE

71



CODIGO DE CODIGO Fecha de Pa.téger-mo id(_entificafio 3 N - - . o B -
tomade | (Microbiologia Hospital | Cefoxitina | Ceftazidima | Cefuroxima | Ciprofloxacina Colistina Ertapenem Fosfomicina (Gentamicina
PROCEDENCIA | ASIGANDO IIN

muestra Almenara)
146 KP-1 12/06/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE |NO SEPROBO| RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE
147 KP-2 15/06/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE |NO SEPROBO| RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE
148 KP-3 15/06/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE [ RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE |NO SEPROBO| RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE
149 KP-4 15/06/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE INTERMEDIO |NO SEPROBO| RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE
150 KP-5 15/06/2018 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE |NO SEPROBO| RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE
151 KP-6 15/06/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE |NO SEPROBO| RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE
152 KP-7 20/06/2018 [ KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE
5 KP-8 5/02/2019 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
7 KP-9 5/02/2019 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
12 KP-10 14/02/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
14 KP-11 14/02/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE |NO SEPROBO| RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
19 KP-12 19/02/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
21 KP-13 19/02/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
23 KP-14 19/02/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
35 KP-15 21/02/2019 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
42 KP-16 27/02/2019 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
202 KP-17 20/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
203 KP-18 20/12/2018 [ KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
206 KP-19 20/12/2018 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
210 KP-20 19/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
211 KP-21 19/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
212 KP-22 19/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
213 KP-23 19/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
214 KP-24 19/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
215 KP-25 19/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE [INTERMEDIO
216 KP-26 19/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
51 KP-27 11/01/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
57 KP-28 12/01/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE [ RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
62 KP-29 17/01/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
63 KP-30 19/01/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE |NO SEPROBO| RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE
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Fechade

Patégeno identificado

CODIGO DE copico tomade | (Microbiologia Hospital | Imipenem |Levofloxacina| Meropenem [Nitrofurantoina | Norfloxacina L Tigeciclina |Tobramicina Trimetoprim-
PROCEDENCIA | ASIGANDO IIN tazobactam sulfametoxazol
muestra Almenara)
146 KP-1 12/06/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | NO SEPROBO |NO SEPROBO| RESISTENTE |[NO SEPROBO| RESISTENTE | RESISTENTE
147 KP-2 15/06/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | NOSEPROBO |NOSEPROBO| RESISTENTE |[NO SEPROBO| RESISTENTE | RESISTENTE
148 KP-3 15/06/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | NOSEPROBO |NOSEPROBO| RESISTENTE |[NO SEPROBO| RESISTENTE SENSIBLE
149 KP-4 15/06/2018 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE NO SEPROBO |NO SEPROBO| INTERMEDIO |NO SEPROBO| RESISTENTE | RESISTENTE
150 KP-5 15/06/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | NOSEPROBO |NOSEPROBO| RESISTENTE |NO SEPROBO| RESISTENTE | RESISTENTE
151 KP-6 15/06/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE | NOSEPROBO |NOSEPROBO| RESISTENTE |[NO SEPROBO| RESISTENTE | RESISTENTE
152 KP-7 20/06/2018 [ KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | NOSEPROBO |NOSEPROBO| RESISTENTE | INTERMEDIO | RESISTENTE | RESISTENTE
5 KP-8 5/02/2019 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | INTERMEDIO RESISTENTE NO SE PROBO |NO SE PROBO RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | RESISTENTE
7 KP-9 5/02/2019 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | INTERMEDIO RESISTENTE NO SE PROBO |NO SE PROBO RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | RESISTENTE
12 KP-10 14/02/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE | INTERMEDIO | RESISTENTE | RESISTENTE
14 KP-11 14/02/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | INTERMEDIO | RESISTENTE INTERMEDIO | RESISTENTE RESISTENTE |NO SE PROBO| RESISTENTE | RESISTENTE
19 KP-12 19/02/2019 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | NOSEPROBO |NOSEPROBO| RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | RESISTENTE
21 KP-13 19/02/2019 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE NO SE PROBO |NO SE PROBO RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | RESISTENTE
23 KP-14 19/02/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE | NOSEPROBO |[NOSEPROBO| RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | RESISTENTE
35 KP-15 21/02/2019 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | INTERMEDIO | RESISTENTE | NOSEPROBO [NOSEPROBO| RESISTENTE [INTERMEDIO | RESISTENTE | RESISTENTE
42 KP-16 27/02/2019 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | RESISTENTE RESISTENTE | NOSEPROBO |NO SEPROBO| RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | RESISTENTE
202 KP-17 20/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE NO SE PROBO |NO SE PROBO RESISTENTE INTERMEDIO | RESISTENTE | RESISTENTE
203 KP-18 20/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE NO SE PROBO |NO SE PROBO RESISTENTE INTERMEDIO | RESISTENTE | RESISTENTE
206 KP-19 20/12/2018 [ KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | NOSEPROBO |NOSEPROBO| RESISTENTE | INTERMEDIO | RESISTENTE | RESISTENTE
210 KP-20 19/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | NOSEPROBO |NOSEPROBO| RESISTENTE | INTERMEDIO | RESISTENTE | RESISTENTE
211 KP-21 19/12/2018 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | NOSEPROBO |NOSEPROBO| RESISTENTE |INTERMEDIO | RESISTENTE | RESISTENTE
212 KP-22 19/12/2018 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE NO SE PROBO |NO SE PROBO RESISTENTE INTERMEDIO | RESISTENTE | RESISTENTE
213 KP-23 19/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | NOSEPROBO |NO SEPROBO| RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | RESISTENTE
214 KP-24 19/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | NOSEPROBO |NOSEPROBO| RESISTENTE | INTERMEDIO | RESISTENTE | RESISTENTE
215 KP-25 19/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | NOSEPROBO |NOSEPROBO| RESISTENTE SENSIBLE [INTERMEDIO SENSIBLE
216 KP-26 19/12/2018| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE NO SE PROBO |NO SE PROBO RESISTENTE INTERMEDIO | RESISTENTE | RESISTENTE
51 KP-27 11/01/2019 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE NO SE PROBO |NO SE PROBO RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | RESISTENTE
57 KP-28 12/01/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE | INTERMEDIO | RESISTENTE | NO SEPROBO [NOSEPROBO| RESISTENTE RESISTENTE | RESISTENTE | RESISTENTE
62 KP-29 17/01/2019| KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | NOSEPROBO |NOSEPROBO| RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE SENSIBLE
63 KP-30 19/01/2019 | KLEBSIELLA PNEUMONIAE | RESISTENTE SENSIBLE RESISTENTE | NOSEPROBO |NOSEPROBO| RESISTENTE |[NO SEPROBO| RESISTENTE SENSIBLE
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