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RESUMEN

Objetivo: Detectar la presencia de genes: betalactamasas de espectro extendido
(TEM Y SHV) y carbapenemasas (NDM Y KPC) en cepas de Klebsiella
pneumoniae. Metodologia: EIl estudio es de tipo observacional, descriptivo; se
recolectaron 50 aislamientos de Klebsiella pneumoniae procedentes del Hospital
Nacional Guillermo Almenara Irigoyen, las cepas fueron de origen rectal y sistémico
aisladas durante el periodo de abril-mayo del 2018. Los métodos fenotipicos
utilizados para la deteccion de BLEE fueron el método basado en la utilizacién de
inhibidores de betalactamasas y el método de disco combinado y para
carbapenemasas fueron el método modificado de inactivacion de carbapenemasas,
la sinergia a doble disco con acido fenilborénico y la sinergia a doble disco con
EDTA asociado a mercaptoacetato de sodio. La deteccion genotipica se hizo
mediante la técnica de PCR convencional. Resultados: EI andlisis fenotipico
evidencié que 2% de las cepas en estudio poseian betalactamasas de espectro
extendido y 98% carbapenemasas de las cuales 96% fueron positivas para
metalobetalactamasas y 2% para enzimas carbapenemasas tipo A; el andlisis
genotipico evidencio que el 40% de las cepas portaban el gen SHV, 80 % portaba
el gen TEM, 84% portaba el gen NDM, 2% portaba el gen KPC, el 4% de las cepas
no portaban ninguno de los cuatro genes estudiados, cabe resaltar que dentro de
estos resultados también se evidencié que el 16% de las cepas portaban un solo
gen, el 48% eran coportadoras de dos genes, el 30% eran coportadoras de tres
genes y 2% era coportadora de los cuatro genes. Conclusiones: Las cepas en
estudio de K. pneumoniae del Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen son
portadoras de los genes TEM, SHV, KPC y NDM, siendo este ultimo el de mayor

prevalencia.

Palabras clave: Klebsiella pneumoniae, Betalactamasas de Espectro Extendido,

carbapenemasas, metalobetalactamasas.
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SUMMARY

Objective: Detect the presence of genes: extended spectrum betalactamases
(TEM and SHV) and carbapenemases (NDM and KPC) in strains of Klebsiella
pneumoniae. Methodology: The study is observational, descriptive; 50 isolated
strains of Klebsiella pneumoniae were collected from Guillermo Almenara Irigoyen
National Hospital, the strains were rectal and systemic isolated during the period of
April- May 2018. The phenotypic methods used for the detection of ESBL were the
method based on the use of beta-lactamase inhibitors and the combined disc
method, and for carbapenemases were the modified method of inactivation of
carbapenemases, double synergy disc with phenylboronic acid and double disc
synergy with  ethylenediaminetetracetic acid associated with  sodium
mercaptoacetate. The PCR technique was used for genotypic detection. Results:

The phenotypic analysis showed that 2% of the strains under study had extended
spectrum betalactamases and 98% carbapenemases of which 96% were positive
for metallobetalactamases and 2% for type A carbapenemases enzymes; genotypic
analysis showed that 40% of the strains carried the SHV gene, 80% carried the TEM
gene, 84% carried the NDM gene, 2% carried the KPC gene, 4% of the strains did
not carry any of the four genes studied, it should be noted that within these results
it was also shown that 16% of the strains carried a single gene, 48% were co-carriers
of two genes, 30% were co-carriers of three genes and 2% were co-carriers of the
four genes. Conclusions: The strains under study from K. pneumoniae of Guillermo
Almenara Irigoyen National Hospital are carriers of the TEM, SHV, KPC and NDM
genes, being the latter the most prevalent.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, Extended Spectrum Betalactamases,

carbapenemases, metallobetalactamases.
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l. INTRODUCCION

A nivel hospitalario se han acrecentado las infecciones ligadas a cepas bacterianas
resistentes a antibioticos, es asi como la resistencia bacteriana ha llegado a ser un
problema para la salud publica mundial, ya que en estas cepas la eficacia de los
antibioticos disminuye y consecuentemente la terapéutica se hace cada vez mas
escasa.l® En su gran mayoria la resistencia a los antibiéticos betalactamicos se
debe a la produccién de enzimas que los hidrolizan y su gran capacidad de
diseminacién se debe a los genes de resistencia que las codifican, ya que estos se
encuentran inmersos en elementos genéticos moviles, los cuales llegan a provocar

graves brotes a nivel clinico.®

Entre los organismos que estan mas involucrados en las infecciones nosocomiales
se encuentran las bacterias de la familia Enterobacteriaceae, de las cuales K.
pneumoniae destaca como una bacteria oportunista la cual causa una serie de
infecciones tales como la neumonia, enteritis, infeccién del tracto urinario y lesiones

sépticas diversas, como sinusitis, meningitis, otitis y otros. 4°

La resistencia mediante la produccién de enzimas tipo BLEE es la mas comun y de
importancia en salud publica, dentro de las de mayor prevalencia se encuentran las
de tipo SHV y TEM, estas enzimas disminuyen la eficacia de antibioticos
betalactamicos de uso frecuente como las penicilinas ademas de las ultimas
generaciones de cefalosporinas; se han notificado mudltiples brotes por K.
pneumoniae productora de estas enzimas tipo BLEE durante las dos Ultimas
décadas, las cuales han afectado generalmente a pacientes ingresados en areas

de alto riesgo.®’

Actualmente K. pneumoniae también es productora de carbapenemasas, siendo
las enzimas mas frecuentes las de tipo KPC y NDM, las cuales han tomado gran
importancia en el mundo por su rapida diseminacién, su dificil control y por la
escasez de opciones terapéuticas, ya que los carbapenemes son antibioticos
betalactamicos considerados de ultima linea en infecciones nosocomiales muy
graves; la efectiva capacidad de diseminacién de estas carbapenemasas radica en
los genes que las codifican ya que estos estan localizados en transposones e

integrones que se movilizan facilmente entre especies bacterianas.®?
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En el HNGAI existen pocos estudios sobre la genética de K. pneumoniae resistente
a antibidticos betalactamicos, por lo que se hace imprescindible que se realice un
estudio para confirmar la presencia de aquellos genes resistentes y de facil
diseminacién como los expuestos anteriormente (blaTtewm, blasnv, blaxkec, blanom), de
esta manera se contribuira con brindar informacion a las autoridades pertinentes
sobre la genética de K. pneumoniae del hospital, de modo que pueda generarse
medidas preventivas para evitar la diseminacion de esta bacteria portadora de
genes resistentes. Asimismo, los resultados podran orientar a la toma de una
decision mas acertada cuando se administren los antibiéticos a los pacientes que
tienen enfermedades ocasionadas por esta bacteria resistente, es asi como se
podra disminuir el porcentaje de mortalidad, morbilidad y de costos en infecciones

nosocomiales causadas por K. pneumoniae resistente a betalactamicos.
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Il HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1 Hipotesis
Las cepas clinicas en estudio de Klebsiella pneumoniae del Hospital Nacional
Guillermo Almenara Irigoyen presentan los genes de resistencia betalactamasas de

espectro extendido (TEM y SHV) y carbapenemasas (KPC y NDM).

2.2 Variables
2.2.1 Variable dependiente

Cepas aisladas de Klebsiella pneumoniae.

2.2.2 Variable independiente

Genes betalactamasas de espectro extendido:

- Gen TEM
-  Gen SHV

Genes carbapenemasas:

- Gen KPC
- Gen NDM

[l. OBJETIVO

3.10bjetivo general:
" Detectar la presencia de genes: betalactamasas de espectro
extendido (TEM Y SHV) y carbapenemasas (NDM Y KPC) en cepas
clinicas de Klebsiella pneumoniae del Hospital Nacional Guillermo

Almenara Irigoyen

3.2 Objetivos especificos:
" Realizar la deteccién fenotipica y genotipica de betalactamasas de

espectro extendido en cepas de K. pneumoniae.

" Realizar la deteccion fenotipica y genotipica de carbapenemasas en

cepas de K. pneumoniae.

17



V. MARCO TEORICO

4.1 Antecedentes

4.1.1 Antecedentes Internacionales
- TEMY SHV

Las variaciones en los genes blarem-1, blatem2 y blasnv-1 dan como resultado
betalactamasas espectro extendido, las cuales han sido reportadas por Philippon
en 1989 donde identifica genes con una Unica sustitucion a nivel de aminoécidos
del gen blasnv-1y genes estrechamente relacionados con blatem-1 y blatem-2, estas
variaciones le conferian a las enzimas ampliar su espectro de resistencia antibiética

hasta cefalosporinas de amplio espectro.0 11 12

Akpaka P. et.al. en el 2010 reportaron un estudio sobre la identificacion molecular
molecular de subtipos de BLEE prevalentes en dos especies bacterianas, dentro
de estas K. pneumoniae en un hospital de Trinidad y Tobago, de mayo del 2005 a
abril del 2008, se utilizé el Sistema MicroScan para determinar cepas resistentes o
con resistencia intermedia a cefalosporinas de tercera generacion y para la
identificacion fenotipica usaron el método de E-test, debido a su sensibilidad a
pesar de ser muy costoso, es asi como se reportaron 65 cepas de Klebsiella
pneumoniae con un CMI < 8 resultado que las sefialaba como productoras de
BLEE; mediante la técnica de PCR se pudo confirmar que 84.3% de las cepas
portaban el gen blarem y 34.5% blasnv, siendo el primero el de mayor prevalencia.
En este estudio el autor sefiala que esta resistencia es debido a la presion del uso
inapropiado y extenso de cefalosporinas en el hospital y en el pais, estos resultados
también nos indican que la prueba genotipica confirma de manera certera los
resultados que se pueden encontrar en las pruebas fenotipicas, ambos tipos de

pruebas son importantes para determinar si una cepa es productora de BLEE.!3

Pantoja K. etal. en el 2015 identificaron los genes que codifican a las
betalactamasas que producian resistencia antibiética en tres especies bacterianas,
una de ellas K. pneumoniae. En el periodo de un afio obtuvieron 107 cepas de K.
pneumoniae de pacientes internados en una clinica de tercer nivel en Bogota; para
la identificacion fenotipica se siguid el método americano, por otro lado los genes
se identificaron mediante la técnica de PCR; los resultados fenotipicos indicaron

que 33.17% (31) de cepas de K. pneumoniae eran productoras de BLEE y los genes
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implicados en su codificaciéon fueron los genes blatem (64.5%) y blasHv (80.6%),

siendo blasHv el de mayor prevalencia en este estudio.*

Flores C. et.al. en el 2016 evaluaron el perfil de susceptibilidad utilizando el sistema
VITEK 2y el porcentaje de resistencia por PCR en aislamientos de K. pneumoniae
productora de BLEE, asimismo trataron de identificar si existia alguna relacion
clonal entre las cepas a través de ERIC-PCR, el estudio se llevé a cabo en una
unidad de cuidados intensivos de Rio de Janeiro, los resultados revelaron que
aproximadamente 60% de las cepas de Klebsiella pneumoniae eran resistentes a
ceftriaxona y aproximadamente 96% era resistente a ceftazidima; el gen blasnv
(67.14%) fue superior en porcentaje al gen blatem (62.8%), no se establecié una
relacién clonal entre las cepas.!® Los genes que codifican para BLEE de mayor
prevalencia en este estudio también fueron blatem y blasnv, lo cual resalta la
importancia de conocer si estas mismos porcentajes encontrados en diferentes

estudios prevalecen en nuestro pais.

Nepal K. et.al. en el 2017 publicaron un estudio transversal cuyo objetivo fue
detectar BLEE y metalobetalactamasas en aislados de Klebsiella pneumoniae y E.
coli de mayo a diciembre del 2015, provenientes de un Hospital y Centro de
Investigacion OM en Nepal, se recolectaron un total de 39 cepas de K. pneumoniae;
en este estudio también se utiliz6 el método americano para la identificacion
fenotipica de BLEE y para detectar metalobetalactamasas se utilizé el método de
disco combinado con imipenem e imipenem asociado a etilendiaminotetraacético.
En este estudio se tenian 33 cepas de K. pneumoniae sospechosas de producir
BLEE ya que en el perfil de susceptibilidad mostraban resistencia a antibiéticos de
tipo cefalosporinas de tercera generacion; las pruebas de disco combinado
confirmaron que solo 15 cepas eran productoras de BLEE, lo cual resalta la
importancia de aplicar estas pruebas a cepas sospechosas de BLEE identificadas

en el perfil de susceptibilidad.®

19



- KPCY NDM

La mortalidad de K. pneumoniae resistente a carbapenem ha sido descrita entre los
pacientes infectados como alta ya que las opciones de antibiéticos para su
tratamiento son limitadas. La rapida diseminacion varia geograficamente y por tipo
de carbapenemasas, las carbapenemasas de mayor diseminacion reportadas son
las serinocarbapenemasas pertenecientes al grupo A de Ambler como blakec y las
del grupo B, llamadas metalobetalactamasas, como blanpm.”: 18

Yigit H. et.al. en el 2001 reportaron el gen KPC-1 en un aislamiento de K.
pneumoniae en Carolina del Norte, los datos presentados en el estudio muestran
que KPC-1 es el principal responsable de la resistencia a carbapenem de la cepa
aislada en un hospital de Carolina del Norte en el afio de 1996;° pero la primera
betalactamasa capaz de hidrolizar a los carbapenemes fue reportada en 1994 en
un estudio en Japon donde se aisl6 una cepa de K. pneumoniae tipo
metalobetalactamasa (clase B en la clasificacion de Amber).1!

A partir del 2001 se han ido reportando estudios de la identificacion del gen blakpc
en Estados Unidos, como Bratu S. etal en el 2005 que investigaron la
epidemiologia molecular de Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenem en 10
Hospitales Brooklyn, mediante la técnica de PCR e identificaron 95 cepas de 96

como productoras de carbapenemasas (98.95%).20.21.22

Villegas M. et.al. en el 2006 reportaron por primera vez en Sudamérica la
identificacion del gen blakec en dos aislamientos de K. pneumoniae en dos
hospitales de Colombia, los resultados confirmaron la presencia de
carbapenemasas KPC-2 en ambos aislamientos los cuales no estaban
relacionados, este reporte es el segundo en publicarse luego de la primera
identificacion de carbapenemasas KPC en Estados Unidos, los autores concluyen
que la expansién de las carbapenemasas tipo KPC resalta la importancia clinica de
la identificacion de estas enzimas y que la deteccion molecular sera crucial para
controlar su propagacion aun mas en aquellos aislamientos que permanecen

susceptibles a carbapenem in vitro.?3

Marcano D. et.al. en el 2009 investigaron aislamientos de enterobacterias

resistentes a betalactdmicos, las cepas fueron obtenidas de 8 hospitales en
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Caracas; se analizaron 1235 aislamientos, las especies se identificaron a través de
pruebas bioquimicas, la susceptibilidad fue evaluada por el método de Kirby-bauer,
el patron fenotipico por el método de Hodge y los genes de resistencia a
betalactdmicos fueron detectados mediante la técnica de PCR; este estudio reportod
la presencia de 1.9% carbapenemasa tipo KPC, siendo la K. pneumoniae segunda

en frecuencia.?*

Iregui A. et.al. en el 2018 reportaron que en el 2017 realizaron un estudio de
vigilancia epidemioldgica para conocer la prevalencia de blakec en seis hospitales
de Brooklyn, durante tres meses recolectaron 533 cepas de K. pneumoniae, de las
cuales mediante la técnica de PCR encontraron 22 cepas que portaban el gen
blakec l0 cual representa el 4.12% del total de cepas recolectadas. Segun los
autores la disminucibn de aislamientos de K. pneumoniae resistentes a
carbapenemes se debe a multiples factores estos sefialan que la vigilancia continua
en tiempo real tanto en Hospitales de cuarto nivel y centros de primer nivel es
necesaria para identificar y limitar la propagacion de esta enterobacteria

multirresistente a farmacos por produccion de carbapenemasas.?®

Ferreira RL. et.al en el 2019 publicaron un estudio en el cual investigaron el perfil
de resistencia antibidtica, el potencial patogénico y relacion clonal de 25 cepas de
K. pneumoniae aisladas de pacientes pertenecientes a una unidad de cuidados
intensivos de un hospital en Brasil. Mediante la técnica de PCR se reportd que el
100% de las cepas portaban el gen blakpc, 100% el gen blaTtem, 24.6% el gen blashv,
84% el gen blactx-v-1, N0 se detectaron genes blanom. Los patrones de ERIC-PCR
obtenidos revelaron que la similitud entre los aislamientos era superior al 70%. A
parte de los genes convencionales que codifican para carbapenemasas se
identificaron genes relacionados con otros mecanismos de resistencia a
carbapenem (bombas de eflujo y pérdida de porinas), ademas de factores de

virulencia, estos tuvieron una alta prevalencia genética en las cepas estudiadas.?®

Dentro de las carbapenemasas de Clase B ¢ también Ilamadas
metalobetalactamasas, el gen blanom es una de las mas importantes clinicamente
y ha sido identificada en enterobacterias, dentro de las cuales se encuentra K.

pneumoniae.?’
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Yong D, etal. en el 2008, identificaron el gen blanom-1 como una nueva
metalobetalactamasa aislada en un hospital de Suecia de un paciente de origen
indio donde se demostré que el aislado de K. pneumoniae procedente del tracto
urinario poseia una metalobetalactamasa (MBL) negativa para los genes

conocidos.?8

Castanheira M, et.al. en el 2010 publicaron un estudio que analiz6 un total de 1443
de enterobacterias recolectadas de 14 hospitales en India entre el 2006-2007, todos
los aislamientos que tenian una sensibilidad reducida a imipenem, meropenem o
ertapenem (CMI e J PO VH H[DPLQDURQ SDUD GHWHUPLQ
carbapenemasas, estos fueron secuenciados por PCR para los genes blanow-
1, blavp, blaviv, blaces, blakec y blaoxa-as; 15 cepas productoras de
carbapenemasas fueron identificadas como portadoras del gen blanowm-1, dentro de

las cuales seis pertenecian a K. pneumoniae.?®

Seara N. et.al en Espafa en el 2015 reportaron la presencia de K. pneumoniae
productora de la carbapenemasa NDM-7, en siete pacientes de tres hospitales
diferentes, esta metalobetalactamasa fue aislada de muestras de diferente origen
sistémico (orina, sangre) y de hisopado rectal; para la identificacion molecular de
los genes de resistencia se utiliz6 PCR Multiplex en tiempo real.*°

Liu Y. et.al. en el 2015 investigaron un total de 18 aislamientos de K. pneumoniae
resistentes a carbapenemes procedentes de pacientes internados en un hospital
de China, el método de disco combinado con EDTA fue uno de los métodos
empleados para la identificacion fenotipica y la técnica de PCR se usé para la
identificacion genotipica. En la prueba de susceptibilidad 83,3% fue resistente al
aztreonam, 72,2% a la amoxicilina / acido clavulanico y 55,6 % a ceftazidima, el
método fenotipico mencionado dio positivo para todos los aislamientos (100%). Los
resultaron de PCR identificaron ocho productores de KPC-2, cuatro NDM-1, uno
VIM-2 y cinco KPC-2 mas IMP-4, todos resistentes a multiples farmacos debido a
la presencia de otros determinantes de resistencia, incluidos BLEE (CTX-M-15,
SHV-12).31

Pereira P. et.al en el 2015 reportaron por primera vez la presencia de blakec-2 y

blanom-1 transportadas por plasmidos, pero en una cepa de Enterobacter
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hormaechei subps. Oharae en Brasil, la deteccion de carbapenemasas fue
realizada por métodos fenotipicos, PCR y secuenciacion de ADN. El autor refuerza
la idea que se deben tomar medidas urgentes para evitar la propagacion de estos

genes multirresistentes a nivel hospitalario.3?

Wei D-D, Wan L-G, Liu Y en el 2018 reportaron la coproduccion de los genes blanom
y blakec en un aislamiento de K. pneumoniae procedente de una secrecion de
herida de un paciente quemado de 58 afios internado en un Hospital de China, esta
cepa resulto resistente a todos los antibioticos clinicamente usados ertapenem,
meropenem e imipenem, ademas de fluoroquinolonas, aminoglucésidos,
sulfonamidas y macrdlidos. De igual manera se identificaron genes codificadores
de factores de virulencia como rmpA (regulador del gen fenotipo mucoide A),

rmpA2, iroN, aerobactina y mrkD.33

Li J. et.al en el 2019 estudiaron el rendimiento de métodos fenotipicos usados en
la deteccién y diferenciacion de carbapenemasas (serinocarbapenemasas y
metalobetalactamasas), los métodos en evaluacion fueron: el método de
modificado de inactivacion de carbapenem (MICm) junto con el método de
inactivacion de carbapenem combinado con EDTA (MICe) y el método de disco
combinado con inhibidores (TDC). Se analizaron un total de 101 enterobacterias
las cuales tenian los genes blakrc, blanowm, blaive, blaviv y blaoxa-as. Los resultados
evidenciaron que la tasa de coincidencia para MICm y MICe fue 97.5% (77/79) y
para TDC fue de 96.2% (76/79) comparandolos con la deteccion de los genes en
PCR, la mayoria de los genes identificados fueron de tipo blakec y blanom y la
bacteria mas frecuente fue K. pneumoniae (42/79). Este estudio demostré que
ambos métodos fenotipicos muestran una alta concordancia con la PCR cuando
las cepas solo portan un gen, pero se evidencid una cepa de la especie de
Klebsiella oxytoca que co-portaba los genes blakpc y blanowm, fue en esa cepa donde
ambos métodos fenotipicos no fueron eficaces para su identificacion. El estudio
resalta que los métodos fenotipicos sometidos a evaluacion presentan una alta
sensibilidad y especificidad en la distincion de serinocarbapenemasas y
metalobetalactamasas (>95%) con otras ventajas como el bajo costo y la facilidad

de interpretacion.3
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Tekeli A. et.al. en el 2019 describieron las caracteristicas de aislados de K.
pneumoniae co-productora de carbapenemasas KPC y NDM de pacientes
hospitalizados en Turquia, estos aislamientos se caracterizaron por poseer
resistencia a colistina y altos niveles de resistencia a aminoglucosidos. Los
resultados expresaron que, de los 10 aislamientos, seis de las cepas coproductoras
de NDM y KPC eran resistentes a colistina, dos exhibieron resistencia intermedia a
tigeciclina, dos fueron resistentes a tigeciclina y solo dos cepas fueron susceptibles
a ambos antibioticos. Ademas de ser productoras de KPC y NDM, las 10 cepas

también codificaban para los genes blasnv y blactx-v (BLEE).®®

4.1.2 Antecedentes Nacionales
- TEMY SHV

Calderon R. et.al. en el 2003 estudiaron aislados de K. pneumoniae procedentes
de una unidad de cuidados intensivos neonatal del Hospital Nacional Docente
Madre Nifio San Bartolomé en Lima, durante dos meses recolectaron seis cepas
aisladas de K. pneumoniae de muestras de neonatos con signos de sepsis 0
neumonia, a través de la prueba fenotipica de disco difusion se determina que todas
las cepas eran productoras de BLEE; mediante la técnica de isoelectroenfoque se

demostré que la actividad betalactamasas pertenecia al gen blashv-s.%®

Morales J. et.al. reportaron en el 2005 un estudio que buscaba detectar la
produccion de enzimas BLEE tipo SHV y TEM en bacterias clinicas E. coli y K.
pneumoniae de GRV KRVSLWDOHYVY GH OLPD 3*XLOOHUPR $OPH
5HEDJOLDW L el Ddd Wids€s\aislaron 18 cepas de K. pneumoniae de las
cuales el 44.4% presentaba resistencia a ceftazidima y el 38.9% resistencia a
ceftriaxona en la prueba de susceptibilidad antimicrobiana, este resultado se
confirmé en la prueba fenotipica ya que el 44.4% se reportaron como productoras
de BLEE mediante el método de sinergia de doble disco y mediante la técnica de
PCR se confirm¢é la presencia de 3 cepas portadoras del gen blatem y de igual
manera para el gen blasnv; la secuenciacion revel6 que los subtipos implicados
fueron blaTem-10 y blasnv-s. Este estudio revela que estos dos tipos de genes blatem
y blasnv en el 2005 ya estaban dentro de la epidemiologia genética de las bacterias

circulantes del Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen.3’
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Lezameta L. et.al en el 2009 mediante un estudio comparativo de corte transversal
investigaron la eficacia de cuatro pruebas fenotipicas que identifican a cepas
productoras de BLEE, en total aislaron 147 cepas procedentes del INSN de las
cuales en la prueba de tamizaje 43 (29,3%) fueron sospechosas de BLEE; cabe
resaltar que del total de cepas aisladas 11 eran de la especie K. pneumoniae. La
evaluacion del método de Jarlier, mostré una sensibilidad y especificidad de 100%;
los métodos de Hodge y Tridimensional tuvieron una sensibilidad y especificidad de
85,2 % y 100%, respectivamente;* siendo el Método de Jarlier la prueba fenotipica
de mayor frecuencia en uso, con alta sensibilidad, de bajo costo y de facil de

interpretacion.

Rivera M. et.al. en el 2015 realizaron un estudio en el Hospital Regional de
Lambayeque con el objetivo de detectar BLEE en Klebsiella pneumoniae y E.coli
aisladas de superficies inanimadas del hospital, durante 10 meses aislaron un total
de 19 cepas de K. pneumoniae procedentes de mesas, lavatorios, mesas entre
otras superficies pertenecientes a los servicios del hospital, la prueba genotipica la
realizaron por PCR utilizando los mismos cebadores del estudio de Morales J. et.al.
es asi como identificaron a 7 cepas de K. pneumoniae portadoras del gen blatem
(36.8%). Este estudio revela que K. pneumoniae es capaz de sobrevivir sobre las
superficies y por lo tanto posee una alta transmisibilidad ademas de ser una cepa
portadora de genes tipo BLEE, lo cual agrava la situacion de los hospitales,
convirtiéndola en un contratiempo de principal urgencia a resolver debido la
facilidad diseminacion de estos genes y las consecuencias que puede acarrear
como la contaminacion entre pacientes, personal de salud y brotes

epidemiol6gicos.3?

El INSN en el 2015 investigd la prevalencia de genes tipo BLEE en cepas de K.
pneumoniae, en el método fenotipico utilizaron el método de Jarlier y
molecularmente detectaron los genes por PCR, los resultados indicaron un mayor
porcentaje para el gen blasnv de 45% sobre el gen blatem que obtuvo un 44.4%.
Siendo estos resultados de gran importancia ya que reportaron al gen blatem

prevalente sobre el gen blasty. 4°

Grandez JA. et.al. en el afio 2018 realizaron un estudio de mapeo microbiolégico

en el Hospital Alberto Sabogal Sologuren, en donde se recolectaron bacterias
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aisladas en urocultivos positivos, las cuales fueron procedentes del servicio de
Urologia. Las diferentes bacterias que se recolectaron fueron del afio 2013, 2014 y
2015. Las bacterias aisladas fueron E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, P.
aeruginosa y otros. Las bacterias aisladas que dieron BLEE positivo fueron E. coli,
P. mirabilis y K. pneumoniae. En las cepas del 2013 se encontré que 70.28% de K.
pneumoniae eran productoras de enzimas tipo BLEE; en las del afio 2014 se
encontrd 72.31% y en las del 2015 se encontrd 59.32%.4!

- KPCY NDM

Segun la OPS/OMS en el informe del perfil de resistencia a antimicrobianos
realizado en el afio 2009 en Peru con respecto a aislamientos de K. pneumoniae
se informa que, en pacientes hospitalizados, la resistencia a cefalosporinas de
tercera generacion hallada en este reporte supera el 67% y no se reportaban aun

aislamientos resistentes a carbapenemes.*?

El MINSA en el 2012 reportd cepas hospitalarias de K. pneumoniae resistentes a
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion en un 50% aproximadamente y un
0.4% de resistencia a imipenem (4/993). La resistencia se determind segun la

susceptibilidad antimicrobiana por el método de disco difusion. 43 44

Velasquez J. et.al reportaron el primer caso de K. pneumoniae resistente a
carbapenemes en Hospital Nacional Arzobispo Loayza en el aiflo 2013 en un
paciente internado en la Unidad de Cuidados Intensivos confirmandose a la cepa
aislada como la primera enterobacteria portadora del gen blakec en el Per(1.#® Otro
estudio realizado por Horna G. et.al en el 2016 concluyeron que la primera cepa de
K. pneumoniae era de la variante blakec2 perteneciente a CC258, clon

multirresistente de alto riesgo.*®

Resurreccion C. et.al. en el 2016 realizaron un estudio descriptivo en el Hospital
Nacional Dos de Mayo, se identificaron 9 aislamientos de K. pneumoniae y los
métodos fenotipicos usados para el descarte de carbapenemasas fueron, el test de
Hodge modificado y el método de sinergia con los inhibidores APB y EDTA, todas
las cepas resultaron positivas en el método de sinergia con EDTA y negativas para
los otros dos métodos mencionados; seguidamente se optd como técnica

alternativa el MIC (Método de inactivacion de carbapenem) la cual dio positiva para
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la produccion de carbapenemasas en todas las cepas, las cepas fueron
identificadas molecularmente por PCR como productoras del gen blanom. Los
autores recalcan que el método de Hodge Modificado tiene una sensibilidad y
especificidad muy baja para identificar metalobetalactamasas tipo NDM.#’

Sacsaquispe R. et.al en el 2017 realizaron un estudio sobre la identificacion de
genes que codifican para enzimas carbapenemasas tipo KPC y también
metalobetalactamasas en enterobacterias pertenecientes a 12 hospitales del pais
entre 2013-2017, el método fenotipico usado para la deteccion presuntiva de estas
enzimas fue la sinergia a doble disco con APB y EDTA y los genes se detectaron
mediante PCR convencional. Los resultados expresaron que las cepas provenian
de distintas fuentes como orina, aspirado bronquial, secrecion de herida, catéter
venoso central, absceso, secrecion de dren, entre otros, se identificaron 83 cepas
resistentes a carbapenemes de las cuales 55 pertenecian a K. pneumoniae, dentro
de estas 14 portaban el gen blakrc, 40 portaban el gen blanom y una cepa portaba
el gen blave, siendo este el primer reporte en el Pert que da a conocer los genes

de carbapenemasas en diferentes hospitales del Peru.*8

En esta revision bibliogréafica se evidencia como se han ido propagando los genes
resistentes tipo BLEE y carbapenemasas de K. pneumoniae a nivel mundial siendo
considerados algunos de estos tipos de genes como los de mayor incidencia

generando un aumento de la morbilidad y mortalidad en el paciente.
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4.2 Base teorica

4.2.1 Enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae esta formada por un grupo de bacterias que
presentan las siguientes caracteristicas: son bacilos gramnegativos, no
esporulados, fermentan glucosa, sin actividad de citocromooxidasa, reducen
nitratos a nitritos y metabdlicamente son anaerobios facultativos. En el ser humano
se encuentran frecuentemente en el intestino, también se las puede localizar en la
piel, en la uretra anterior y en menor proporcion en las vias aéreas superiores; esta

conformada por mas de 30 géneros.*°

Las principales enterobacterias que han sido reportadas en aislados clinicos son:
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Yersinia pestis,
Enterobacter cloacae, Serratia marcencens, Proteus mirabilis, Morganella morganii,

Shiguella flexeneri y Edwarsiella tarda.>°

4.2.1.1 Klebsiella pneumoniae

4.2.1.1.1 Taxonomia
El género Klebsiella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, taxonémicamente

se las puede clasificar segun lo siguiente: (Tabla 1)°!

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Klebsiella pneumoniae

CLASIFICACION TAXONOMICA
Phylum Proteobacteria
Clase Gamma proteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Genero Klebsiella
Especie Klebsiella pneumoniae

Adaptado de Huertas et.al*!
K. pneumoniae es una bacteria entérica que se encuentra en el tracto intestinal y
es la especie de mayor relevancia clinica dentro del género bacteriano Klebsiella,
también se caracteriza por causar infecciosas oportunistas y presentar una alta
resistencia a los antibidticos betalactamicos debido a varios mecanismos de

resistencia, uno de los mas importantes es la produccion de enzimas
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betalactamasas. Taxondmicamente se reconocen 9 especies en el género
Klebsiella: K. pneumoniae, K. oxytoca, K. variicola, K. granulomatis, K. aerogenes,
K. senegalensis, K. singapurensis, K. milletis y K. alba, especies usualmente
aisladas a nivel medio ambiental, en humanos y animales.®?

4.2.1.1.2 Caracteristicas microbioldgicas

K. pneumoniae es un bacilo recto, de 0,3-1,0 um de diametro y 0,6-6,0 um de
longitud, es gram negativo, inmovil, metabolicamente es una bacteria anaerdbica

facultativa, oxidasa negativa y catalasa positiva.4>3

La identificacion de K. pneumoniae se realiza en un medio selectivo el cual es el
Agar Mac Conkey, en este medio se observan colonias grandes de color rojo a
causa de la fermentacién de lactosa que produce la bacteria, ademas se evidencia
gue las colonias presentan una consistencia mucoide, las cuales se deben a que

K. pneumoniae presenta una capsula de polisacéaridos.'* 5

Figura 1. Colonias de Klebsiella pneumoniae en Agar Mac Conkey

Adaptado de Padilla et.al**

Las pruebas bioquimicas que son indicadas para la identificacion de K. pneumoniae
se describen a continuacién en la Tabla 2.5 55 56,57
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Tabla 2. Propiedades Bioquimicas en K. pneumoniae

Pruebas bioquimicas Klebsiella pneumoniae
Glucosa (Produccion de gas) +
Fermentacion de Lactosa 24h +

Movilidad -

Urea +

Indol -

Voges -Proskauer +
ONPG* +
Citrato de Simmons +
DNasa(25°C) -
Lisina descarboxilasa +
Ornitina descarboxilasa -
KCN descarboxilasa +
Rojo de metilo -

*ONPG: o- nitrofenil- b D- galactopiranosido, KCN: cianuro de potasio

Adaptado de Padilla et.al**

4.2.1.1.3 Habitat / patogenia

K. pneumoniae se aisla frecuentemente en las vias respiratorias altas, en la flora
intestinal y en la piel. El factor de riesgo mas importante para la colonizacion y
riesgo de sufrir un proceso infeccioso causado por K. pneumoniae son las personas
gue son inmunodeprimidas como es el caso de los neonatos, ancianos y pacientes
de UCI. ¥/

El principal reservorio de K. pneumoniae lo conforma el tracto gastrointestinal, por
otro lado las manos del personal hospitalario es considerado como un vehiculo

de transmision, debido a la gran capacidad de diseminarse esta bacteria puede
causar brotes nosocomiales.'4

Las infecciones nosocomiales causadas por K. pneumoniae tienden a ser crénicas
debido a dos razones principales: Por la presencia de biofilms de K. pneumoniae

producidos in vivo lo que les da la capacidad de protegerse de la respuesta inmune
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del huésped y de los antibioticos, la otra razon incluye a aquellas cepas de K.
pneumoniae que muestran fenotipos de resistencia a multiples farmacos que
generalmente son causados por la presencia de betalactamasas de espectro
extendido o carbapenemasas, lo que dificulta la eleccion de los antibidticos

adecuados para el tratamiento.!8 5859

4.2.1.1.4 Factores de Virulencia

Klebsiella pneumoniae se vuelve en patégeno cuando llega a tejidos normalmente
estériles y produce enfermedades infecciosas en pacientes con un sistema
inmunodeficiente, varios factores le permiten ejercer su ingreso y poder
multiplicarse dentro del hospedero, mantenerse dentro de él y evadir al sistema

inmune.5% 60
a) Polisacarido capsular

Las cepas de K. pneumoniae tienen por lo general una capsula, la capa mas externa
esta conformada por una cadena de 4 a 6 monosacaridos y acido urénicos.’’ Esta
capsula es fundamental ya que permite evadir el sistema inmune del hospedador,
la protege de la desecacion, de la opsonofagocitosis y consecuentemente inhibe la
activacion del complemento (C3b).%5 La capsula de K. pneumoniae se puede
clasificar en 77 serotipos diferentes, siendo algunos serotipos mas virulentos que
otros (K1, K2, K4 y K5), esto se debe generalmente al aumento de la produccién
de polisacarido capsular y a la presencia de genes de virulencia especificos,

como rmpA.6t
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Figura 2. Representacion de factores involucrados en la virulencia de Klebsiella
pneumoniae.

Adaptado de Cubero et.al®®

b) Lipopolisacaridos (LPS)

Otro factor de virulencia son los lipopolisacaridos que conforman la superficie
externa de una bacteria gram negativa, la deteccion de lipopolisacaridos libera una
cascada inflamatoria en el organismo huésped y se ha demostrado que es el
principal responsable de la secuela en la sepsis y el shock séptico. Los
lipopolisacéaridos (LPS) de la membrana externa de K. pneumoniae tienen como
funcion formar la estructura de la bacteria, asimismo brindarle inmunidad debido a
gue la protege de los antibi6ticos y favorece su adhesion. Este factor de virulencia
esta constituido por tres dominios: el antigeno O, el Lipido A y un nucleo de
oligosacéridos (Figura 3).6°
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Figura 3. Estructura y disposicion del LPS en bacterias Gram negativas.

Adaptado de Izquierdo et.al®3

El dominio que elude la respuesta inmunitaria innata estimulando la activacion de
los macrofagos con consecuente respuesta inflamatoria y pirdgena es el lipido
A.77:8 E| principal dominio que genera resistencia al complemento y de proteccion
frente a la fagocitosis es el antigeno O; K. pneumoniae presenta el serotipo O1, el
cual esté constituido por D-Galactano | y I, adicionalmente dentro de la bacteria
este antigeno cumple la funcion de mantener la integridad y la permeabilidad de la
membrana externa.%

c) Estructuras de adhesién

Este factor de virulencia se ubica en la superficie bacteriana y esta formado por
fimbrias proteicas.®! En K. pneumoniae se encuentran fimbrias de tipo 1y 3, las
cuales permiten que la bacteria se adhiera a las células huésped.° Las fimbrias
de tipo 1 se caracterizan por generar canales, ser gruesas (5-7 nm de diametro) y
por tener en su estructura la adhesina fimH, asimismo estan relacionadas a
infecciones del tracto urinario ya que se adhieren a las células del tibulo proximal.®®
Por otro lado, las fimbrias tipo 3 no generan canales y son mas delgadas (2-5 nm
de diametro), estas se adhieren a las células endoteliales del tracto respiratorio y
urinario; mediante ensayos in vitro se ha demostrado su adhesion a la superficie de

érganos como el higado, los pulmones y la vejiga.?’
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d) Sideroforos
Los sideroforos captan el hierro en condiciones donde este metal se encuentra en
niveles bajos dentro del hospedero; para el desarrollo bacteriano es muy importante
captar el hierro, por eso la mayoria de las bacterias lo obtienen produciendo
agentes quelantes denominados sideroforos los cuales son capaces de unirse a las
proteinas del hospedero. En Klebsiella sp. se ha evidenciado dos tipos de
sideroforos, la enterobactina fenolato, la cual permite obtener el hierro de la
transferrina y la aerobactina hidroxiamato, de menor frecuencia y cuya fuente se

encuentra en las células del hospedero.5 68

4.2.1.1.5 Importancia Clinica

K. pneumoniae coloniza las superficies de la mucosa humana de la orofaringe y el
tracto gastrointestinal, una vez que la bacteria se vuelve patégena, puede mostrar
altos niveles de virulencia y resistencia a los antibiéticos.* 1%

Esta bacteria causa un espectro de enfermedad que incluye neumonia grave,
enteritis, infeccién del tracto urinario y lesiones sépticas diversas, como sinusitis,
meningitis, otitis, infeccién intraabdominal, infeccion del torrente sanguineo, y
absceso hepatico piégeno.®® 5 Las infecciones a nivel hospitalario estan asociadas
a diversos factores de riesgo, siendo frecuentes en pacientes con estancias
hospitalarias extendidas o que hayan sido sometidos a técnicas invasivas.>!
Asimismo, los pacientes que presentan inmunodepresion como se da en el caso de
la diabetes mellitus o cancer, también presenta un riesgo de que la bacteria pueda
generar una infeccién; por otro lado otros factores como una edad muy temprana o
avanzada, terapia con agentes antimicrobianos y/o antecedentes de alcoholismo
crénico los hace también vulnerables.’”® 71

K. pneumoniae IRUPD SDUWH GHO DFU gQfadeiBm2 66 adrays, K.
pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa y Enterobacter spp), el cual agrupa a los
patégenos multidrogoresistentes (MDR) de mayor preocupacion a nivel mundial,
asi mismo, también esta incluida como prioridad critica en la lista de patdgenos
prioritarios para la investigacion y desarrollo de nuevos antibidticos ~ realizada por
la OMS.”?
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4.2.2 Clasificacion de antibioticos betalactamicos

Los antibioticos betalactamicos son usados en su mayoria para tratar una amplia
variedad de infecciones bacterianas, dentro de estos tipos de antibidticos
encontramos penicilinas, cefalosporinas, monobactamas y carbapenemes,
antibioticos principales en la terapia farmacolégica para infecciones por bacterias

gram negativas.”®

Los antibiéticos betalactamicos tienen una caracteristica comun, que es el anillo de
tres carbonos y un nitrégeno denominado anillo betalactamico, que es altamente
reactivo, estos antibioticos actiuan sobre las enzimas denominadas proteinas de
union a la penicilina (PBP) responsables de construir la pared celular bacteriana y
al unirse de manera covalente e irreversible, la pared celular bacteriana se rompe

y se produce la lisis.”
Penicilinas

El primer antibiético con anillo betalactamico en usarse fue la penicilina G; sin
embargo, el incremento de pacientes con estafilococos productores de penicilinasa
redujo el uso de este antibidtico e impulsé la busqueda de penicilinas con mayor
eficacia frente a las betalactamasas estafilococicas. En 1970, se introdujeron la
amoxicilina y penicilina destinadas para infecciones causadas por bacterias
enteropatdgenas; para Pseudomona aeruginosa se usaron la carbenicilina y mas
tarde la ticarcilina y piperacilina, estos dos antibiéticos considerados como
penicilinas de amplio espectro que incluyen Staphylococcus sensible a penicilina,
enterobacterias, anaerdbicos y P. aeruginosa; usados para tratar infecciones
hospitalarias, especialmente cuando son asociadas con inhibidores de

betalactamasas.’®
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Cefalosporinas

Descubiertas en 1975, las cefalosporinas son un grupo muy numeroso de
antibiéticos betalactdmicos y se agrupan comunmente segln "generaciones",
principalmente en funcion de su actividad antibacteriana, asi como su

susceptibilidad a las betalactamasas.’®

Tabla 3. Clasificacion de Cefalosporinas

Clasificacion de Cefalosporinas

Primera Segunda Tercera Cuarta
Generacion Generacion Generacion Generacion
Cefazolina Cefamandol Cefotaxima Cefepime
Cefalotina Cefuroxima Ceftazidima Cefpiroma
Cefapirina Cefaclor Ceftriaxona Cefozopram
Cefradina Cefprozil Cefdinir Cefpiramide
Cefadrocil Loracarbef Cefixime
Cefalexina Cefotixina Cefibuten
Cefotetan Ceftizoxima
Cefmetazole Cefoperazona
Ceforanide Moxalactam
Cefonicid Cefmenoxime

Cefpodoximapro
xetil
Adaptado de Bush et.al”®

Las cefalosporinas de primera generacibn poseen actividad enfocada
principalmente en bacterias grampositivas. Los medicamentos de segunda
generacion tienen una actividad mejorada contra los bacilos gramnegativos, pero
mantienen diversos grados de actividad contra los cocos grampositivos. Las
cefalosporinas de tercera generacion tienen una potencia notablemente mayor
contra los bacilos gramnegativos; sin embargo, para algunos compuestos en este
grupo, la actividad contra cocos grampositivos se reduce, entre el grupo de la

tercera generacion, algunos compuestos, como ceftazidima, se consideran por
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separado para la actividad contra P. aeruginosa. La cuarta generacion tiene el
espectro mas amplio de actividad, tales antibidticos como el cefepime y la
cefpiroma, tienen actividad contra la mayoria de los bacilos gramnegativos, incluida
la P. aeruginosa, y mantienen su potencia contra los cocos grampositivos; todos

estos antibidticos se encuentran resumidos en la Tabla 3.7/
Carbapenemes

Los carbapenemes son antibidticos bactericidas, los cuales son eficaces en
infecciones causadas por bacterias productoras de BLEE, algunos ejemplos de este
grupo de antibidticos son: imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem, entre
otros; estos han reemplazado en uso a las cefalosporinas ya que se ha evidenciado
un aumento de la resistencia en la familia Enterobacteriaceae, por otro lado, los
carbapenemes tienen la habilidad de penetrar en canales de porina que son
excluyentes para otros tipos de antibiéticos.””’® Los carbapenemes son de amplio
espectro y actlan contra bacterias gram positivas, gram negativas e incluyendo
anaerobios; se encuentra un espectro mas amplio de actividad entre los tipos de
aminas ciclicas de carbapenems con derivados de pirrolidina como meropenem,
doripenem, panipenem y ertapenem;’® sin embargo, las carbapenemasas de clase
B, asi como algunas carbapenemasas poco frecuentes de la clase A (SME, IMI,
NMC, GES, KPC) y D (enzimas en P. aeruginosa y A. baumannii) son capaces de

hidrolizar a los carbapenemes.&°
Monobactam

Antibiético natural aislado de Chromobacterium spp, a diferencia de las penicilinas,
cefalosporinas y carbapenemes, el anillo betalactdmico esta solo y no esta
fusionado con otro anillo. Aztreonam, el Unico agente disponible en esta clase, se
ha modificado quimicamente con cadenas laterales y demuestra una actividad
gramnegativa comparable con las cefalosporinas de tercera generacién, pero sin

una actividad anaerobia o grampositiva significativa. 8!
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4.2.3 Mecanismos de resistencia de Klebsiella pneumoniae
Segun la OMS la resistencia se produce cuando las bacterias como K. pneumoniae
son expuestas a antibiéticos y se produce un cambio en la bacteria, generalmente

por modificaciones genéticas que puede conllevar a la falla terapéutica.®?

Los principales mecanismos de resistencia de las bacterias gram negativas se
agrupan en cinco categorias: 1. Modificacién del sitio objetivo (Target) 2.
Modificacion del antibiético por accion de enzimas 3. Impermeabilidad de la bacteria

4. Expulsion del antibiético y 5. Formacion de biofilms.83. 84

4.2.3.1 Modificacién del sitio objetivo (Target)

Existen sistemas de regulacion que incluyen un sensor histidina quinasa y un
regulador transcripcional que permiten que los microorganismos detecten cambios
en el medio ambiente y se adapten a las nuevas condiciones, es asi como se
encontré dos sistemas denominados PhoPQ y PmrAB, los cuales eran necesarios
en la resistencia adquirida de Salmonella en bajas concentraciones de Mg+2. En
S. enterica serovar Typhimurium, la proteina sensorial PhoQ puede detectar la
limitacion de Mg+2 y activar el regulador transcripcional PhoP, el cual luego inducira
la transcripcion del operon PmrAB, el cual solo se activa en alto contenido de Fe+3,
bajo pH y vanadato; la comunicacion entre los sistemas PhoPQ y PmrAB esta
mediada por la proteina PmrD que es inducida por PhoP, la proteina PmrD
estabiliza la forma fosforilada de PmrA, esta Ultima regula positivamente la
modificacion del lipopolisacérido a través del operdn pmr, el cual limita la interaccion
con los antimicrobianos cargados positivamente.®® En Klebsiella la proteina PmrD
activa PmrA. Un estudio reciente llevado a cabo en una cepa clinica altamente
virulenta de K. pneumoniae CG43 demostré como la expresion del operon pmr esta
regulada por PhoP, PmrAy PmrD de manera similar a Salmonella y que la proteina

PhoP desempeiia un papel importante en la resistencia a polimixina B.86
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4.2.3.2 Modificacion del antibiotico por accion de enzimas

La resistencia a los antibidticos betalactdmicos en bacterias gramnegativas se
produce en mayor cantidad por la expresion de las betalactamasas, estas enzimas
producidas por las bacterias hidrolizan a los antibidticos como penicilinas,
cefalosporinas, monobactamas y carbapenemes, impidiendo que estos lleven a

cabo su actividad.8’: &8

Existen dos tipos de clasificacion de betalactamasas, la desarrollada por Bush,
Jacoby y Medeiros, basada en las caracteristicas funcionales de la enzima y en
esquemas anteriores y la propuesta por Ambler basada en la estructura primaria de
estas enzimas (Tabla 4); esta ultima clasificacion agrupa a las enzimas en 4 clases,
las enzimas de tipo A, C y D hidrolizan sus sustratos formando una enzima acilo a
través de una serina de sitio activo, por otro lado la clase B o denominadas
metaloenzimas utilizan al menos un ion de zinc de sitio activo para facilitar la
hidrolisis del antibidtico betalactamico; la clasificacion funcional brinda la
oportunidad de relacionar estas enzimas con su resistencia selectiva a diferentes

clases de antibiéticos betalactamicos.89:%°
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Tabla 4. Clasificacion de betalactamasas en bacterias gram negativas, adaptacion en Klebsiella pneumoniae.

Grupo Funcional Clase
Enzimas identificadas en
(Bush, Jacoby y Molecular Nombre Comun Resistencia a Betalactamicos
Klebsiella pneumoniae
Medeiros) (Ambler)

Penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes*,
1 C Cefalosporinasa MIR-1, DHA-2
monobactamicos*.

Penicilinas, cefalosporinas de primera generacion,

2b A Penicilinasa Combinaciones con inhibidores de TEM-1, TEM-2, SHV-1
betalactamasas*.
Penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos, TEM-3 a 28, SHV-2 a 6,
2be A BLEE
combinaciones con inhibidores de betalactamicos. CTX-M-15
2d D Cloxacilinasa Penicilinas (incluyendo oxacilina y cloxacilina) OXA-1
2df D Carbapenemasa Carbapenémicos y otros betalactamicos OXA-23, OXA-24, OXA-48
2f A Carbapenemasa Todos los betalactamicos KPC, IMI
3 B Metalobetalactamasa  Todos los betalactamicos, excepto monobactam. NDM, VIM, IMP
*Resistencia por alta produccion de betalactamasas en combinacion con modificacion en la bo mba de e-flujo y porina

Adaptado de De Jesus et.al*®



Grupo | (Ambler Clase C)

Este grupo abarca las enzimas cefalosporinasas de tipo serina, las cuales se
caracterizan por hidrolizar a los antibi6ticos tipo bencilpenicilina; estas enzimas no son
inhibidas por acido clavulanico, pero si por aztreonam (ATM).°! La produccién de estas
enzimas esta regulada por la expresion de los genes ampC, en algunas
enterobacterias esta expresion genética se encuentra disminuida pero con influencia
de estimulos externos pueden llegar a ser inducibles.®? Recientemente se ha descrito
la transferencia horizontal de los genes ampC desde E. cloacae, C. freundii y otros,
hacia especies como K. pneumoniae, a través de plasmidos que acarrean los

componentes para esta induccién.%3:94.95.96

Un estudio publicado en el 2017 hace referencia a que se encontraron en aislamientos
de K. pneumoniae los siguientes genes CITM, EBCM, DHAM, FOXM catalogando a
los aislamientos como productores de AmpC; adicionalmente, se reportd por primera

vez la coexistencia de dos genes AmpC en aislamientos de K. pneumoniae.®’
Grupo Il (Ambler clase Ay D)

Es la categoria mas grande con subgrupos, son penicilinasas que se agrupan de
acuerdo con el porcentaje de hidrélisis a la carbenicilina, cefalosporinas, cloxacilina
(oxacilina) o carbapenemes. Dentro de este grupo se colocan todas las enzimas serina

con actividad penicilinasa e inhibidas por acido clavulanico.®*

Las enzimas de clase D se denominaron oxacilinasas (OXA) porgue comunmente
hidrolizan las isoxazolilpenicilinas (oxacilinas, cloxacilinas y dicloxacilinas) mucho mas
rapido que las bencilpenicilinas, algunos subgrupos como OXA-23, OXA-48, OXA-51
y OXA-58 se reportan en K. pneumoniae. OXA-48 es una de las carbapenemasas de

clase D mas prevalentes.%

Dentro de las BLEE de clase A, el grupo CTX-M ha adquirido una gran relevancia
epidemioldgica debido a su dispersion intra y extrahospitalaria y han sido aisladas en
casi todas las enterobacterias, en particular en K. pneumoniae, E. coli y Enterobacter.%®
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Asimismo, incluidas en la clase A existen enzimas de espectro extendido derivadas de
la SHV-1 (sulfihidrilo variable), por ejemplo, la SHV-2, SHV-3, SHV-4, SHV-5,
derivadas de diferentes mutaciones; en general estas enzimas han sido encontradas
en muchas enterobacterias, sin embargo, son predominantes en K. pneumoniae.1®
Estas enzimas se encuentran distribuidas en tres subgrupos los cuales consideran las
propiedades funcionales y/o caracteristicas moleculares: en primer lugar se encuentra
el subgrupo 2b el cual est4 conformado por enzimas que hidrolizan a las penicilinas y
cefalosporinas de primera generacién; sin embargo son inhibidas por acido clavulanico
y tazobactam; el siguiente es el 2br que esta compuesto por enzimas de amplio
espectro resistentes a acido clavulanico; y finalmente el 2be, el cual comprende BLEE
capaces de hidrolizar uno o0 méas antibidticos betalactamicos tipo oximino como la
cefotaxima, aztreonam y ceftazidima. Las modificaciones en el gen SHV-1 en su
cadena de aminoacidos producen variantes genéticas que pueden llegar a tener de
uno a seis sustituciones aminoacidicas las cuales son suficientes para transmitir el
fenotipo de espectro extendido. Las sustituciones mas frecuentes de aminoécidos se
encuentran en las posiciones: leucina 35, acido glutamico 240 y glicina 238 , mientras
gue otras sustituciones menos frecuentes pero criticas para el fenotipo de espectro
extendido se producen en arginina 43, isoleucina 8, acido glutamico 64, arginina 205,
acido aspartico 179, glicina 156; estas sustituciones pueden llegar a cambiar
conformacionalmente la molécula resultando en una ligera expansion del sitio activo,
incrementando la afinidad por diferentes antibioticos betalactamicos (expansion del
espectro de sustratos), pueden llegar a formar puentes electrostaticos con grupos
carboxilicos de los sustituyentes oximinos de ceftazidima o aztreonam, generar el

incremento de resistencia, entre otros.10?

Las betalactamasas de espectro extendido tipo TEM son las de mayor prevalencia en
aislamientos de K. pneumoniae, el término TEM proviene del nombre del paciente
ateniense (Temoniera) del que se recuperd el primer aislamiento en 1963.1% Las
variantes se generan debido a un cambio en la secuencia de aminoacidos de TEM-1
y TEM-2, dando lugar a un cambio profundo en su actividad enzimatica, las variantes
derivadas del gen viatem-1 presentan un sustrato y punto isoeléctrico que varia de 5.2 a
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6.5. La variante TEM-3 difiere del TEM-2 por dos sustituciones de aminoacidos, TEM-
4 difiere de 4 aminoacidos del TEM -1y TEM -5 difiere de 3 aminoacidos del TEM-1.
Se conocen 217 variantes de TEM. 1% 103

Existen carbapenemasas cromosémicas como la NMC-A, enzimas SME, IMI-1, SHV-
38 y SFC-1 y plasmidicas, dentro de las cuales se encuentran las enzimas GES,
enzimas KPC e IMI-2. Las KPC son carbapenemasas de clase A producidas
principalmente por K. pneumoniae.'%* Estructuralmente consiste en dos subdominios,
.- helicoidal y el otro posee XQD KRMD GH Fdque serenkudrirbl iodéada por
.- hélices, se postula que los aminoacidos arginina en posicién 220 e histidina en 274
afectan la unién del sustrato, ya sea electrostatica o indirectamente a través del
reposicionamiento del aminoacido treonina en posicion 237, los cambios sutiles pero
cruciales en la topologia del sitio activo resulta en un sitio activo mas amplio en
comparacion con TEM-1 y SHV-1.1% Se han registrado 24 variantes del gen blaxec,
los cuales se diferencian de uno a tres aminoécidos, las variantes KPC-1 y KPC-2
representan a una sola enzima debido a que poseen 100% de similitud, las variantes
mas comunes Yy aisladas frecuentemente son la KPC-2 y la KPC-3, causantes de

brotes epidémicos.’
Grupo Il (Ambler clase B)

En esta clase se ubican la mayoria de las betalactamasas cuya caracteristica principal
radica que en presencia de EDTA disminuyen su actividad, pero no son afectadas por
el acido clavulanico, estan compuestas por metaloenzimas que pueden ser de

codificacién cromosémica o plasmidica.®t

Las carbapenemasas de clase B se identificaron principalmente en enterobacterias e
incluyen VIM, IMPs y el grupo de NDM (Nueva Delhi Metalobetalactamasa) emergente.
Ademas de las carbapenemasas tipo NDM, los grupos IMP y VIM también se han
detectado en todo el mundo en K. pneumoniae, pero no se han encontrado otras
carbapenemasas, como GIM-1, KHM-1 y SPM-1, en K. pneumoniae.'% Al menos un
atomo de zinc est4 presente en el sitio activo de todas las metalobetalactamasas, o
cual facilita la hidrélisis del anillo biciclico de los antibidticos betalactamicos pero
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muestran sensibilidad a los quelantes de iones metélicos; la enzima tipo NDM puede
hidrolizar penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes pero carecen de la capacidad de
hidrolizar aztreonam. Se han informado 21 variantes de desde NDM-1 a NDM-21, en
NDM-2 se observo un cambio de amino&cidos en la posicion 82 de cisteina por glicina,
por otro lado, el aminoacido prolina fue sustituido por alanina en la posicion 28
resultado de esta mutacidn es que la variante NDM-2 no puede dar lugar a la
transconjugacion. La variante NDM-3 en la cual la asparagina sustituye a aspartato en
la posicion 95 demostré actividades enzimaticas similares contra betalactamicos como
las de NDM-1, la mayoria de estas mutaciones ocurren en sitios distantes del sitio
activo, y las funciones que confieren no son muy notorias, de NDM-1 a NDM-8 se
observan VROR SHTXHxDV GLIHUHQFLDV HQ ORV YDORUHV GH
SDQHO GH GLYHUVRYV -RdiadicésD il EnWaRgd, si hay un aumento
considerable en la termoestabilidad de muchas de las variantes, lo que sugiere que el

impacto funcional de las mutaciones de NDM puede conferir estabilidad.07 108

4.2.3.3 Impermeabilidad bacteriana

La membrana externa (OM) posee multiples funciones como la regulacién del
transporte pasivo de solutos extracelulares al interior de la célula, expulsion de
sustancias toxicas del espacio intracelular y la interaccion con el ambiente; la afluencia
es controlada por unas proteinas ubicadas en la membrana externa (OMPs), también
conocidas como porinas, las cuales se encuentran en grandes cantidades en la
membrana externa y permiten el transporte de moléculas hidrofilicas y antibiéticos
clinicamente significativos (betalactamicos y fluoroquinolonas) a través de la bicapa

lipidica.109 110

La pérdida de estas porinas es uno de los factores que pueden coadyuvar a la
resistencia a antibidticos en las bacterias tipo BLEE; K. pneumoniae produce dos
porinas principales no especificas OmpK35 y la OmpK36, muchos aislados clinicos de
K. pneumoniae que carecen de BLEE expresan ambas porinas no especificas
OmpK35 y la OmpK36, mientras que aquellas K. pneumoniae que expresan BLEE

poseen solamente OmpK36 o carecen de las dos porinas. !t 112
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La baja expresion y la ausencia de estas dos principales porinas (OmpK35, OmpK36),
juntamente con la produccion de betalactamasas han sido implicadas en la resistencia
a carbapenemes; es asi como la deficiencia de la porina denominada LamB (porina
transportadora de maltosa y maltodextrina) sobre expresada en la deficiencia de
OmpK36, disminuye débilmente la susceptibilidad a cefepime, piperacilina-

tazobactam, cefotaxima, imipenem, meropenem y ertapenem.3

Se ha evidenciado que en las porinas de la membrana externa (OMPSs) de cepas de
KI. pneumoniae sensibles a carbapenemes, se encuentra una porina denominada
PhoE (porina reguladora del fosfato), la pérdida de la expresion de esta porina también

se encuentra ligada a la resistencia a carbapenemes. !4

4.2.3.4 Expulsion del antibiético

Las bombas de eflujo (EPs) estan involucradas en la resistencia intrinseca y adquirida
a antibidticos tanto en bacterias gram negativas como en gram positivas.!!® Existen
dos mecanismos por los cuales se expulsa los componentes toxicos para la bacteria;
la primera es la sobreexpresion de las bombas de eflujo para sobrellevar el incremento
del antibiético que se encuentra dentro de la célula y el segundo son las mutaciones
que sufren las EPs para expulsar el antibiético de manera mas eficiente. ' Las bombas
de eflujo relacionadas a la multidrogo resistencia se dividen en cuatro familias:
resistencia-nodulacion-division (RND), superfamilia de facilitadores principales (MFS),
resistencia a multiples farmacos pequefios (SMR) y familia de extrusion de mdultiples

farmacos y toxinas (MATE).'Y/

El complejo AcrAB-TolC (AcrAB perteneciente a la familia RND y TolC proteina de
OM) en Klebsiella es un sistema de eflujo clinicamente relevante, que extruye
compuestos de una manera dependiente de la energia (antiportadores de protones).
Los sustratos de AcrAB pueden tener una estructura muy diversa (con cargas
negativas o positivas) y el Unico requisito para el transporte exitoso del farmaco es la
presencia de un dominio hidrofébico que se inserte en la bicapa de fosfolipidos. La
sobreexpresion del complejo AcrAB-TolC se ha asociado a la resistencia de

betalactamicos en aislados clinicos de K. pneumoniae.!!®
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4.2.3.5 Formacion de biofilms

K. pneumoniae crece adherida a las superficies de dispositivos y tejidos infectados
produciendo biofilms dentro de los cuales la bacteria persiste por largos periodos de
tiempo a pesar de la terapia antimicrobiana y la presencia de un sistema inmune. Los
biofilms bacterianos también presentan un riesgo de diseminaciéon entre pacientes.'®
La formacion de estas biopeliculas se ha visto relacionada con las fimbrias tipo 1y 3
de aislados clinicos de K. pneumoniae debido a que proporcionan una alta capacidad

adherente.120

Los mecanismos en los cuales estd basada esta respuesta adaptativa incluyen
penetracion restringida, enzimas que destruyen los antimicrobianos, crecimiento
OLPLWDGR R DQDHUYELFR HQ OD EDVH GH ORV ELRILOF
regulados por mecanismos de resistencia individuales para cada antibidético, presencia

de células persistentes y respuestas generales al estrés.%!

4.2.4 Elementos genéticos moviles de  Klebsiella pneumoniae
Los elementos genéticos moviles generan resistencia bacteriana, los de mayor

frecuencia en aislados clinicos de K. pneumoniae son los integrones de clase 1.1%1

4.2.4.1 Integrones

Son elementos genéticos que capturan y diseminan genes de resistencia.'??> Los
integrones actllan como un casete de expresion para los genes que se inserten.'?3Los
integrones clase | han sido considerados como elementos importantes en la
diseminacion de genes que confieren resistencia a los Dbetalactamicos,
aminoglucésidos y quinolonas en K. pneumoniae. Los integrones pertenecientes a la
clase | estan constituidos por dos regiones de ADN ubicadas en los extremos, en la
region variable se insertan los diferentes casetes génicos, en estudios de
secuenciacion realizados son en su mayoria genes que codifican resistencia a los
antimicrobianos.'?? Los integrones de clase | son los mas estudiados y han sido

identificados sobre todo en aislamientos clinicos.124
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4.2.4.2 Transposones
En el 2008 en Colombia se realiz6 un estudio de caracterizacion de aislamientos de K.
pneumoniae donde se encontrd el transposon Tn4401, este elemento genético se

sugirié que esta involucrado en la movilizacién del gen blakec a plasmidos.2®

4.2.4.3 Plasmidos

Los pladsmidos que tienen mayor frecuencia encontrados en el género
Enterobacteriaceae son las del grupo de incompatibilidad IncF, este tipo de plasmidos
y los IncA/C, estan conformados aproximadamente por 15 proteinas y de una region

denominada oriT.126

En el 2012 se realiz6 un estudio con aislamientos de cepas de K. pneumoniae con los
cuales se determind secuencias de insercion IS CR1, esto se obtuvo a través de la
técnica de PCR y secuenciacion directa. Este elemento genético se asocia con los

integrones de clase | y facilita la diseminacion del gen blactx-m.1%®

El gen blasnv presentes en K. pneumoniae se movilizan desde el cromosoma hacia los
plasmidos de tipo conjugativos por medio del elemento genético 1S26, facilitando su
rapida diseminacion del gen blasnv.'?6 El gen blanom en K. pneumoniae se disemina a
través de plasmidos IncA/C2.1": 126 E| gen blakec en K. pneumoniae se disemina a

través de plasmidos de tipo IncF 11.118
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V. METODOLOGIA

5.1 Tipo y disefio general de estudio

El presente trabajo de investigacion es un estudio de tipo observacional, descriptivo.

5.2 Material es

5.2.1 Material Biolégico

50 cepas hospitalarias de Klebsiella pneumoniae procedentes de muestras de
hisopado rectal y sistémicas (Orina, sangre, tejido, secrecion bronquial, y secrecién de
heridas) de pacientes del Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen recolectadas

por el Laboratorio de Microbiologia del hospital en el periodo de abril-mayo del 2018.

5.2.2 Cepas control
x Escherichia coli ATCC 25922
x Escherichia coli ATCC 35218
x Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
x Klebsiella pneumoniae BAA 1705
x Klebsiella pneumoniae BAA2146

5.2.3 Materiales y equipos de laboratorio
Ver Anexo N°1
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5.3 Procedimiento

5.3.1 Recoleccion y conservacion de cepas clinicas
Se recolectaron 50 cepas clinicas de Klebsiella pneumoniae procedentes de muestras
bioldgicas de pacientes hospitalizados (sistémicas y rectales) en el Hospital Nacional

Guillermo Almenara Irigoyen en los meses de abril y mayo 2018.

Las cepas fueron obtenidas del Laboratorio de Microbiologia del hospital donde
permanecian conservadas en crioviales con Agar TSA y congeladas a -20°C, se
recuperaron y cultivaron en crioviales con glicerol al 20% y TSB, luego se conservaron
a -20°C para su posterior andlisis en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Farmacia y Bioguimica de la UNMSM.

5.3.2 Susceptibilidad antimicrobiana
Se tomaron los datos de susceptibilidad antimicrobiana de los reportes realizados por

el Laboratorio de Microbiologia por cada cepa obtenida.

5.3.3 Activacion de las cepas

Las cepas clinicas conservadas de Klebsiella pneumoniae se activaron cultivando 50
uL del caldo TSB/glicerol 20% en 5 mL de caldo tripticasa soya e incubandolas a 37°C
por 24 horas.

5.3.4 Identificacion bioquimica

Se confirmo la identificacion de las cepas de Klebsiella pneumoniae evidenciando sus
caracteristicas en los siguientes medios: Agar Mac Conkey, Agar TSI, Agar Citrato de

Simmons, Agar LIA (Agar Lisina Hierro), Medio MIO (medio de movilidad indol ornitina).

5.3.5 Control de Calidad

Se asegura la calidad de los métodos empleados mediante bacterias ATCC.
(Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 35218, Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, Klebsiella pneumoniae BAA 1705, Klebsiella pneumoniae BAA 2146).
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5.3.6 Confirmacioén fenotipica de betalactamasas de espectro extendido
El descarte de betalactamasas de espectro extendido se realizé en las cepas cuya
susceptibilidad antimicrobiana mostro sensibilidad a carbapenemes y resistencia a las
cefalosporinas en el perfil de susceptibilidad; se utilizaron dos métodos:

a) Método basado en la utilizaciéon de inhibidores de betalactamasas.3’: 1?7
Se realiz0 la prueba de sinergia de doble disco basada en el Método de Jarlier para la
deteccion de BLEE.
Se procedié a cultivar las cepas clinicas y controles de Klebsiella pneumoniae en Agar
Tripticasa Soya (TSA) por el método de aislamiento incubandolas a 37°C por 24 horas,
cumplido el tiempo de incubacion se procedié a preparar una suspensiéon 0.5 Mc
Farland de cada muestra en estudio mediante comparacién con un patrén escala 0.5
Mc Farland; se cultivaron las suspensiones realizadas mediante la técnica de hisopado
en placas de agar Mueller-Hinton, luego de 15 minutos se colocaron en cada placa un
disco de amoxicilina/acido clavulanico (AMC) (20/10 pug) en el centro de la placa y a
los costados equidistantemente un disco de ceftazidima (30 pg) y de cefotaxima (30
Mg) (25mm de distancia).
Se confirmaba la presencia de BLEE al evidenciar una sinergia entre el disco de acido
clavulanico y los discos de ceftazidima y cefotaxima aumentando mas de 5 mm el
diametro del halo de inhibicion.

b) Método de disco combinado: Test confirmatorio BLEE - CLSI (método

americano).3®

Se procedié a preparar las suspensiones 0.5 Mc Farland de cada cepa en estudio para
luego inocular por el método de hisopado en placas de agar Mueller-Hinton, en cada
placa se colocaron discos de susceptibilidad antimicrobiana siguiendo las
recomendaciones del CLSI; los discos empleados fueron ceftazidima (30 pug),
ceftazidima/acido clavulanico (CAZ/CAZ-CLA) (30/10 pg), cefotaxima (30 pug),
cefotaxima/acido clavulanico (CTX/CXT-CLA) (30/10 pg).
Una diferencia en los halos de inhibicion entre los discos de CAZ-CLA y CAZ solos o

CXT-CLA y CTX mayor o igual a 5 mm, fue interpretada como resultado positivo.
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5.3.7. Confirmacioén fenotipica de carbapenemasas
El descarte de presencia de carbapenemasas en las cepas clinicas de Klebsiella
pneumoniae cuyos resultados en el perfil de susceptibilidad manifestaron resistencia
a cefalosporinas y carbapenemes se realiz6 utilizando el siguiente método:

a) Método modificado de inactivacion de carbapenemasas (MICm)'28
Se procedié aincubar 1 L de la bacteria a estudiar de un cultivo fresco transfiriéndolos
a un tubo que contenia 2 mL de caldo tripticasa de soya (TSB) mezclando la
suspensiéon en Vortex, seguidamente se procedié a insertar un disco estandar de
meropenem de 10 ¢ a la suspension incubandola por 4 horas a 37°C, antes de
completar el ciclo de 4 horas de incubacion, se preparé una suspension 0.5 McFarland
de E. coli ATCC 25922 y se inocul6 en una placa de agar Mueller Hinton (MHA) por el
método de hisopado; con una asa microbioldgica estéril, se removié el disco de la
suspension en TSB, teniendo precaucion en remover el exceso de liquido del disco,
el disco de meropenem se colocé inmediatamente en la placa del MHA que habia sido
inoculada con la E. coli ATCC 25922 (método de hisopado) y la placa se incub6 a
37°C por 24h, luego se midié el diametro del halo de inhibicién alrededor del disco de
meropenem. Las cepas clinicas Klebsiella pneumoniae que presentaron enzimas
carbapenemasas, degradaron el meropenem presente en el disco estandar
permitiendo que la cepa E. coli ATCC 25922 (sensible a carbapenemes) creciera
alrededor del disco carbapenem.
La interpretacion de resultados fue de la siguiente manera:

- Carbapenemasa positiva: Halo 6-15 mm o presencia de colonias dentro de un

halo de 16-18 mm.
- Carbapenemasa negativa: +DOR - PP
- Indeterminado: Halo 16-18 mm (no se puede confirmar si el aislamiento es o no

es productor de carbapenemasa)
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Para el descarte entre enzimas metalobetalactamasas y enzimas carbapenemasas
tipo A, se utilizaron los dos métodos siguientes:

b) Sinergia a doble disco con acido fenilborénico (APB)*3: 129
Se utilizé este método con el disco de sensibilidad acido 3-aminofenilborénico 300 pg
(APB) para determinar si las carbapenemasas presentes en las cepas clinicas en
estudio se tratan de enzimas carbapenemasas clase A (clasificacion de Ambler) con
centro activo tipo serina como las enzimas tipo KPC, el disco de APB actia como
inhibidor de este tipo de carbapenemasas y puede hacer sinergia con los discos de
carbapenem en este tipo de enzimas; para ello se hisoparon placas de agar Mueller-
Hinton con una suspensiéon 0,5 Mc Farland del aislamiento en estudio y se colocaron
por cada placa un disco de APB a una distancia media frente a los discos de cada
carbapenem, Imipenem 10 pg (IMP) y Meropenem 10 pug (MEM), incubando las placas
por 24 horas en estufa a 37°C.
El agrandamiento del halo de inhibicion del carbapenem hacia el lado del disco con el
inhibidor se interpreta como un resultado positivo (sinergia).

c) Sinergia a doble disco con acido etilendiaminotetraacético asociado a

mercaptoacetato de sodio (EDTA-SMA)130.131

Se utilizé el método de sinergia a doble disco con EDTA-SMA para determinar si las
carbapenemasas presentes en las cepas clinicas en estudio se trataban de las
enzimas carbapenemasas clase B como el tipo NDM (clasificacion de Ambler), el disco
de EDTA-SMA actia como inhibidor de este tipo de carbapenemasas y puede hacer
sinergia con los discos de carbapenem en este tipo de enzimas, para ello se hisoparon
placas de agar Mueller-Hinton con una suspension 0,5 Mc Farland del aislamiento en
estudio y se colocaron por cada placa un disco que contiene el inhibidor (EDTA 750
Mg-SMA PJ URGHDGR SRU XQ GLVFR GH LPLSHQHP JJ \' RW
ubicados a una distancia de 15 mm entre centro y centro.
El agrandamiento del halo de inhibicién del carbapenem hacia el lado del disco con el

inhibidor se interpreta como un resultado positivo (sinergia).
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5.3.8 Extraccion de ADN

Se empled el método de extraccion por calor, el cual consistié en cultivar la cepas en
estudio por 24 horas a 37°C, cumplido el tiempo se procedié a inocular de 2 a 3
colonias en un criovial que contenia 200 pL del buffer TE 1X (Tris-HCI-EDTA pH 7.5),
la suspension se mezcl6 en vortex y se afladié 20 pL de proteinasa K luego se llevo a
incubar en el equipo JP SELECTA por 25 minutos a 65°C, luego se incub6 en agua a
95°C por 10 minutos. Finalmente se centrifugaron los crioviales a 5600 RPM

(revoluciones por minuto) por 10 minutos.37: 132, 133, 134

53



5.3.9 Amplificacién

a) Amplificacion de los genes blatem y blaskv que codifican betalactamasas de

espectro extendido

Tabla 5. Secuencia de cebadores de los genes blatem y blasnv y peso del amplicon.

Gen 6HFXHQFLD GH FHED({ Pesodel amplicon (bp) | Referencia
ATA AAATTC TTG AAG ACG AAA
blaTem 1078 bp (37,137)
GAC AGT TAC CAATGC TTA ATC
TGG TTATGC GTT ATATTC GCC
blashv (37,135,
870 bp 136)

GGT TAG CGT TGC CAG TGC T

Las condiciones para la amplificacion en PCR del gen blasnv fueron las siguientes:
(Tabla 6).136

Tabla 6. Formulacion para amplificacion en PCR del gen blasnv

Reactivo Volumen
Buffer de PCR 10X 2.5 uL
MgCl 100mM 0.05 pL
Primer S1 10uM 0.2 uL
Primer S2 10uM 0.2 uL
dNTPmix 10mM 0.5 uL

Taq polimerasa 250U/50ul | 0.2 pL

Muestra fuente de ADN 3 pL

Agua bidestilada

18.35 pL

Volumen total

25 L

desoxirribonucledtidos trifosfatos.

Adaptado de Kim et.al'36

*MgCl: Cloruro de Magnesio, dNTPmix: mezcla de reaccion de los
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Las condiciones para la amplificacion en PCR del gen blaTtem fueron las siguientes:

(Tabla 7).%37

Tabla 7. Formulacion para amplificacion en PCR del gen blatem

Reactivo Volumen
Buffer de PCR 10X 2,5 uL
MgCl 100mM 0.05 uL
Primer T1 10uM 0.2 pL
Primer T2 10uM 0.2 uL
dNTPmix 10mM 0.5 puL
Tag polimerasa 250U/50ul 0.3 uL
Muestra fuente de ADN 3 uL
Agua bidestilada 18.25 uL
Volumen total 25 uL

*MgCI: Cloruro de Magnesio, dNTPmix: mezcla de reaccion de los

desoxirribonucledtidos trifosfatos.

Adaptado de Jain et.al'%’
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Los parametros de la amplificacion de los genes blatem y blashv se encuentran

resumidos en la Tabla 8 y se realizaron utilizando un termociclador marca eppendorf.3”
136, 137

Tabla 8. Parametros para la amplificacion de los genes blatem y blashv.

Parametros blatem bla shv

Desnaturalizacion inicial | 95 °C x 5min | 94°C x 5min
N° de ciclos 35 35

Ciclo:

Desnaturalizacion 94°C x 30seg | 94°C x 30seg

Alineamiento 54°C x 90seg | 58°C x 1min
Extension 72°C X 1min 72°C X 1min
Extension final 72°C Xx 5min | 72°C x 10min

*°C: grados centigrados, min: minutos, seg: segundos.

Adaptado de Morales et.al®’
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b) Amplificacion de los genes blakec y blanom que codifican carbapenemasas

Tabla 9. Secuencia de cebadores de los genes blakpc y blanom y peso del amplicon.

Gen Secuencia GH FHEDGRUH YV | Peso del amplicén (bp) Referencia
TGT TGC TGA AGG AGT TGG GC
blakec 340 bp (132)
ACG ACG GCATAG TCATTT GC
blaso AGC ACA CTT CCT ATC TCG AC 512 bp (48, 138, 139)

GGC GTAGTG CTC AGT GTC

Las condiciones para la amplificacion en PCR del gen blakec fueron las siguientes:
(Tabla 10).%%?

Tabla 10. Formulacion para amplificacion en PCR del gen blaxkec

Reactivo Volumen
Buffer de PCR 10X 5uL
MgCl (100Mm) 0.05 L
Primer K1 10uM 0.05 pL
Primer K2 10uM 0.05 uL
dNTPmix 10mM 0.625 pL
Tag polimerasa 250U/50ul 0.2 uL
Muestra fuente de ADN 3 uL
Agua bidestilada 16.025 pL
Volumen total 25 uL

*MgCIl: Cloruro de Magnesio, dNTPmix: mezcla de reaccion de los
desoxirribonucleotidos trifosfatos.

Adaptado de Mlyn

arcik et.al'32
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Las condiciones para la amplificacion en PCR del gen blanom fue la siguiente: (Tabla
11).48‘ 138, 139

Tabla 11. Formulacion para amplificacién en PCR del gen blanom

Reactivo Volumen
Buffer de PCR 10X 2.5 uL
MgCl 100mM 0.05 uL
Primer K1 10uM 0.5 L
Primer K2 10uM 0.5 puL
dNTPmix 10mM 0.5 puL
Tag polimerasa 250U/50ul 0.15 uL
Muestra fuente de ADN 3 uL
Agua bidestilada 17.8 uL
Volumen total 25 uL

*MgCI: Cloruro de Magnesio, dNTPmix: mezcla de reaccion de los
desoxirribonucleoétidos trifosfatos.

Adaptado de Pasteran et.al'3®
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Los parametros de la amplificacion de los genes blakec y blanom Se encuentran

resumidos en la Tabla 12 y se realizaron utilizando el termociclador marca Eppendorf.
48, 132, 138, 139

Tabla 12. Pardmetros para la amplificacion de los genes blakpc y blanpm.

Parametros blakpc blanowm

Desnaturalizacion inicial | 95 °C x 5min | 94°C x 5min
N° de ciclos 35 35
Ciclo:

Desnaturalizacion 95°C x 1min | 94°C x 30seg
Alineamiento 56°C x 1min | 50°C x 30seg
Extension 72°C x Imin | 72°C x 1min
Extension final 72°C x 5min | 72°C x 10min

**C: grados centigrados, min: minutos, seg: segundos.

Adaptado de Mlynarcik et.al*®? y Pasteran et.al**®

3.2.10 Electroforesis en gel Agarosa

Se prepar6 un gel de agarosa 1.5% disuelto en buffer TBE 0.5X, se corri6 la
electroforesis a 80 voltios por 1 hora para la amplificacion de los genes blasnv y blatewm,
para el gen blanom se corri6 la electroforesis a 95 voltios por 45 minutos y para el gen
blakec a 100 voltios por una hora.3": 132,138

Las bandas se visualizaron con un transiluminador para la visualizacién de los

fragmentos de ADN.
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VI. RESULTADOS

6.1 Susceptibilidad Antimicrobiana y caracteristicas epidemioldgicas

El perfil de susceptibilidad antimicrobiana realizado por el Laboratorio de Microbiologia
del HNGAI mostré que el 98% (49/50) de las cepas en estudio eran resistentes a
meropenem, imipenem (posible carbapenemasas) y 2% (01/50) mostro sensibilidad a
meropenem e imipenem, pero resistencia a ertapenem y cefalosporinas de tercera

generacion (posible BLEE). (Figura 4).

En cuanto a las caracteristicas clinico-epidemiolégicas, por procedencia de servicios
de las 50 cepas de Klebsiella pneumoniae 70% (35/50) proceden de servicios de
hospitalizacion y 30% (15/50) proceden de servicios de emergencia; por procedencia
de tipo de muestra 48% (24/50) provienen de muestras de hisopado rectal y 52%

(26/50) estan divididas en muestras de origen sistémico. (Figura 5 y Figura 6).

6.2 ldentificacién bioquimica

Mediante las pruebas en los medios Mac Conkey, TSI, Citrato de Simmons, LIA, MIO
se confirmdé que las 50 cepas clinicas en estudio pertenecian a la especie Klebsiella
pneumoniae. (Figura 8)
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Figura 4. Resultados del perfil de susceptibilidad de las cepas clinicas en estudio de

Klebsiella pneumoniae

El 98% (49/50) de las cepas en estudio resulté sensible y 2% (1/50) resistente
a AMK (amikacina); 96% (48/50) resistente y 4% (2/50) con resistencia
intermedia a FOX (cefoxitina); 72% (36/50) resistente, 26% (18/50) con
resistencia intermedia y 2% (1/50) sensible a CIP (ciprofloxacina); 96% (48/50)
sensible y 4% (2/50) resistente a FOS (fosfomicina); 2% (1/50) sensible y 98%
(49/50) resistente a IPM (imipenem), 94% (47/50) sensible y 6% (3/50)
resistente a LVX (levofloxacino), 2% (1/50) sensible y 98% (49/50) resistente a
MEM (meropenem), 6% (3/50) sensible y 94% (47/50) resistente a SXT
(sulfametoxazol + trimetoprima); 100% (50/50) resistente a AMC (amoxicilina +
acido clavulanico), CTX (ceftriaxona), CAZ (ceftazidima), CXM (cefuroxima),
ETP (ertapenem), GEN (gentamicina), TZP (piperacilina + tazobactam), TOB

(tobramicina).
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Figura 5. Distribucion de cepas clinicas en estudio de Klebsiella pneumoniae por
procedencia de servicio

Los servicios donde hubo mayor distribucién de cepas clinicas estudiadas de
Klebsiella pneumoniae fueron los servicios de Cuidados Intensivos y Medicina
Interna 3 cada uno con 12% (6/50); los servicios de Unidad de Cuidados
Especiales, Sala de Observacion Cirugia, Medicina Interna 2,
Gastroenterologia, Cirugia Plastica y Quemados, Cirugia cabeza y cuello cada
uno con 6% (3/50); Sala de Observacion Medicina 4, Sala 6 Observacion
Medicina, Sala 5 Observacion Medicina, Medicina Interna 1, Geriatria, Cuidados
Intermedios cada uno con 4% (2/50); Sala de Observacion Medicina 2, Sala de
Observacion, Sala 2 Observacion Cirugia, Neurologia, Cirugia General 5,

Cirugia General 4, Cirugia General 1y Cirugia de Térax cada uno con 2% (1/50).
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48% = Hisopado Rectal
12% = Secrecién de Heridas
10% - orina
4% = Secrecion Bronquial
4% = Aspirado Bronquial
4% - sangre

2% = Esputo

2% = punta de Catéter

2% . Secrecion Intratraqueal
2% . Secrecion Respiratoria
2%« Herida de Pie Diabético
2% = Tejido

2% = Pared Abdominal

4% = Secrecién de Herida Operatoria

Figura 6. Distribucion de las cepas clinicas en estudio de Klebsiella pneumoniae por

procedencia de tipo de muestra

De las 50 cepas aisladas de Klebsiella pneumoniae, 48% (24/50) provienen de
muestras de hisopado rectal y 52% (26/50) estan divididas en muestras de
origen sistémico como sigue: 12% (6/50) provienen de secrecion de herida, 10%
(5/50) de Orina, 4% (2/50) de secrecion bronquial, aspirado bronquial, sangre,
secrecion de herida operatoria por cada tipo; 2% (1/50) de esputo, punta de
catéter, secrecion intratraqueal, secrecién respiratoria, herida de pie diabético,

tejido, pared abdominal por cada tipo.
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Figura 7. Identificacion de cepas clinicas en Agar Mac Conkey
A: Cepa clinica en estudio de Klebsiella pneumoniae, B: Cepa

control Klebsiella pneumoniae ATCC 700603. En Ay B se
observan colonias tamafio mediano, mucosas, con borde

regular, forma circular y aspecto liso y brillante.
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Figura 8. Identificacion bioquimica en medios TSI, citrato, LIA, MIO
Cepas clinicas en estudio de Klebsiella pneumoniae cultivadas en

medio A: Medio TSI (agar triple azlcar hierro), cepas positivas para
produccién de gas con fermentacion de glucosa, sacarosa y/o
lactosa, B: Agar Citrato de Simmons, cepas positivas para
fermentacién de citrato, C: Medio LIA (Agar Lisina Hierro), cepas
positivas para descarboxilacién de lisina y D: Medio MIO (Movilidad-
Indol-Ornitina), se observa crecimiento bacteriano en la linea de
siembra, cepas negativas para descarboxilacion de ornitina. BI:

Blanco.
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6.3 Confirmacion fenotipica

6.3.1 Confirmacion fenotipica de betalactamasas de espectro extendido

La cepa sensible a meropenem e imipenem, pero resistente a cefalosporinas y
ertapenem en el perfil de susceptibilidad obtenido del Servicio de Microbiologia del
Hospital Guillermo Almenara Irigoyen dio positivo en los dos métodos fenotipicos para
identificacion de BLEE, la cepa control positivo fue K. pneumoniae ATCC 700603
(Figura 9).

6.3.2. Confirmacién fenotipica de carbapenemasas

Las 49 cepas resistentes a carbapenem en el perfil de susceptibilidad dieron positivo
para produccion de carbapenemasas mediante el Método modificado de inactivacion
de carbapenemasas (MICm), la cepa control positivo fue K. pneumoniae BAA 1705
(Figura 10).

Mediante el método de sinergia a doble disco con el inhibidor acido fenilborénico (APB)
se evidencio una cepa productora de carbapenemasas tipo A en la Clasificacion de
Ambler (posible KPC), la cepa control positivo fue K. pneumoniae BAA 1705 (Figura
11).

Mediante el método de sinergia a doble disco con el inhibidor etilendiaminotetraacético
asociado a mercaptoacetato de sodio (MBL) se evidenciaron 48 cepas productoras de
carbapenemasas tipo B en la Clasificacion de Ambler, también Illamadas
metalobetalactamasas (posible NDM), la cepa control positivo fue K. pneumoniae BAA
2146 (Figura 12).
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Figura 9. Confirmacion fenotipica de BLEE
A: Método basado en la utilizacion de inhibidores de betalactamasas, se evidencia sinergia
entre los discos de CTX, CAZ con el disco AMC, para una cepa clinica en estudio. B:
Método basado en la utilizacion de inhibidores de betalactamasas, se evidencia sinergia
entre los discos de CTX, CAZ con el disco AMC para la cepa control positivo ATCC
700603. C: Método de disco combinado, se evidencia una diferencia mayor de 5 mm entre
los diametros de los halos de los discos CTC con CTX y entre CZC con CAZ, para una
cepa clinica en estudio. D: Método de disco combinado, se evidencia una diferencia mayor
de 5 mm entre los diametros de los halos de los discos CTC con CTX y entre CZC con

CAZ para la cepa control positivo K. pneumoniae ATCC 700603.
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Figura 10. Método modificado de inactivacion de carbapenemasas (MICm)

A: Discos de meropenem incubados en suspension con cepas clinicas en estudio
muestra presencia de carbapenemasas al no inhibir el crecimiento de E. coli ATCC
25922 (cepa sensible a carbapenemes), halo de inhibicion = 6mm. B: A la derecha
se observa disco de meropenem procedente de la incubacion con la cepa control
positivo K. pneumoniae BAA 1705 mostrando un halo de inhibicibn = 6mm, a la
izquierda se observa el disco de meropenem procedente de la incubacién con la
cepa control negativo K. pneumoniae ATCC 700603 con un halo de inhibicién > 18
mm.

68



Figura 11. Sinergia a doble disco con &cido fenilborénico (APB)

A: Cepa clinica en estudio donde se evidencia presencia de
carbapenemasa tipo A por la sinergia entre el disco de imipenem 10ug
(IPM) y el disco de acido fenilborénico 300 ug (APB), B: Cepa control
positivo K. pneumoniae BAA 1705, productora de carbapenemasa tipo A
(blakpc), se evidencia sinergia entre el disco de meropenem 10 ug (MEM)
e imipenem 10 ug (IMP) con el disco de acido fenilborénico 300 ug (APB),
C: Cepa clinica en estudio donde no se evidencia sinergia entre los discos
de meropenem 10 ug (MEM) e imipenem 10 ug (IMP) con el disco de &cido
fenilborénico 300 ug (APB).
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Figura 12. Sinergia a doble disco con el inhibidor etilendiaminotetraacético asociado
a mercaptoacetato de sodio (MBL)

A y B: Cepas clinicas en estudio donde se evidencia presencia de

metalobetalactamasas por la sinergia entre los discos de carbapenem y el disco

MBL, C: Cepa clinica en estudio donde no se evidencia sinergia entre los discos de

carbapenem y el disco MBL, D: Cepa control positivo K. pneumoniae BAA 2146,

productora de metalobetalactamasa (blanowm), se evidencia sinergia entre los discos

de carbapenem con el disco de MBL.
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6.4 Confirmacién genotipica

La deteccion genotipica de los genes de resistencia blatem, blasnv, blakpc y blanowm
confirmo la presencia de 20/50 (40%) cepas clinicas en estudio portadoras del gen
blasnv, 40/50 (80%) cepas clinicas en estudio portadoras del gen blatem, 1/50 (2%)
cepas clinicas en estudio portadora del gen blakec y 42/50 (84%) cepas clinicas en
estudio portadoras del gen blanom; 2/50 (2%) cepas clinicas en estudio resultaron
negativas para los cuatro genes estudiados, 8/50 (16%) cepas clinicas en estudio solo
portaban uno de los cuatro genes en estudio, 24/50 (48%) portaban dos de los cuatro
genes en estudio, 15/50 (30%) portaban tres de los cuatro genes en estudio y 1/50

(2%) resultd portadora de los cuatro genes en estudio. (Ver Anexo 5)

6.4.1 Confirmacién genotipica de bla Ttemy blasnv

Figura 13. Electroforesis de PCR convencional para el gen blatem de 1078bp
Pocillo 1: Ladder de 100 pares de bases (bp), Pocillo 2: Control positivo para

gen blatem (E. coli ATCC 35218), Pocillos 3,4,6,7,8,9 y 11: Cepas clinicas de
K. pneumoniae positivas para gen blarem, Pocillo 5: Cepa clinica en estudio

de K. pneumoniae negativa para el gen blarem. Pocillo 10: Blanco.
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Figura 14. Electroforesis de PCR convencional para el gen blasnv de 870 bp
Pocillo 1: Ladder de 100 pares de bases (bp), Pocillo 8: Control positivo para

el gen blasuv (K. pneumoniae ATCC 700603), Pocillos: 3,5,7,10,11: Cepas
clinicas en estudio de K. pneumoniae positivas para el gen blasnv, Pocillos
2,4,6: Cepas clinicas de en estudio de K. pneumoniae negativas para el gen

blasnv, Pocillo 9: Blanco.
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6.4.2 Confirmacién genotipica de bla «krc y blanpowm

Figura 15. Electroforesis de PCR convencional para el gen blakpec de 340bp
Pocillo 1: Ladder de 100 pares de bases (bp), Pocillo 2: Control positivo para

gen blakpc (K. pneumoniae ATCC 1705), Pocillo 3: Cepa clinica en estudio
de K. pneumoniae positiva para el gen blakec, Pocillos 4,6,7,8,9,10,11:
Cepas clinicas en estudio de K. pneumoniae negativas para el gen blakpc,

Pocillo 5: Blanco.
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Figura 16. Electroforesis de PCR convencional para el gen blanom de 512bp
Pocillo 1: Ladder de 100 pares de bases (bp), Pocillo 2: Control positivo para
gen blanom (K. pneumoniae ATCC 2146), Pocillos 3,4,5,6,7,8,9 y 10: Cepas

clinicas de K. pneumoniae positivas para gen blanowm, Pocillo 11: Blanco.
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VI.  DISCUSION

Segun los resultados del perfil de susceptibilidad del presente estudio solo 2% (1/50)
del total de cepas analizadas fueron resistentes a cefalosporinas y ertapenem, pero
sensibles a meropenem e imipenem, indicando posible portador de BLEE, para
confirmar la produccion de BLEE se usaron los siguientes métodos fenotipicos: Método
basado en la utilizacion de inhibidores de betalactamasas o también llamado Método
de Jarlier y el Método de disco combinado o también llamado Método americano
ambos métodos confirmaron la presencia de BLEE en 2% (1/50) de cepas
sospechosas en el perfil de susceptibilidad; Lezameta et.al realizé un estudio en el cual
comparaba 4 métodos fenotipicos para deteccion de BLEE, dentro de estos se
encontraban los dos métodos utilizados en el presente estudio; Lezameta et.al sefialan
que hubieron 43 cepas que resultaron sospechosas de produccion de BLEE en el
tamizaje de susceptibilidad, de las cuales, el método de Jarlier y el método americano
confirmaron que 62.8% (27/43) era productor de BLEE,3® asi como Lezameta et.al
diversos estudios utilizan estos métodos como pruebas confirmatorias para la
produccion de BLEE.16: 21,37, 69

La cepa resistente a ertapenem, dio negativa en la prueba MICm (descarte de
carbapenemasas) y mediante PCR se demostré que era portadora de los genes blasnv
y blatem, mas no portaba los genes codificantes de carbapenemasas (blanowm y blakec),
lo cual no explicaba su resistencia a ertapenem; sin embargo, esto puede deberse a
una baja expresion o pérdida de porinas de la membrana externa (Ompk35 y Ompk36)
que facilitan el ingreso de antibioticos al espacio periplasmico de la bacteria; esta baja
expresion o pérdida de porinas también se ha descrito como otra causa probable de
resistencia a carbapenem y se ha asociado con la produccion simultanea de BLEE
mediada por plasmidos.''® Poulou et.al reportan un estudio describiendo un brote
epidemioldgico de 37 cepas de K. pneumoniae productoras de CTX-M-15 (enzima tipo
BLEE) resistentes a ertapenem, estos aislamientos eran susceptibles o con resistencia
intermedia al meropenem, pero todas las cepas eran susceptibles al imipenem. La
amplificacion y secuenciacion de PCR verifico la presencia del gen blacrx-m-15 en todos
los aislados de K. pneumoniae, no se detectaron otros genes codificantes de BLEE,
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carbapenemasa o AmpC. Los autores reportan que esta resistencia a ertapenem esta
ligada a una interrupcion en la expresion del gen ompK35, asi como la presencia de
una variante en la porina tipo OmpK36, ademas de la produccion de una enzima tipo
BLEE.140

Para realizar la identificacion fenotipica de carbapenemasas se usé el MICm segun las
recomendaciones del CLSI debido a su alta sensibilidad y especificidad,'?® como lo
confirman numerosos estudios, Li J et.al en China en el 2015 reportaron una
especificidad del 95.5% usando el MICm, ya que se obtuvo una alta compatibilidad
entre este método fenotipico y el PCR; sin embargo, se reporté un cepa falso positivo
por MICm ya que dio negativa en el PCR para los cinco genes estudiados®; en el
presente estudio se identificé 49 cepas productoras de carbapenemasas por MICm y
mediante PCR 86% (43/49) eran productoras de los genes blanvp y blakec, quedando
por confirmar seis cepas que podrian ser productoras/coproductoras de otros tipos de
carbapenemasas, como las metalobetalactamasas blaip 0 blaviv, reportadas a nivel
mundial®” y habiendo ya un caso (blair) reportado en Per(*®; carbapenemasas de
clase D tipo OXA, prevalentes en otros paises pero actualmente con presencia
desconocida en K. pneumoniae en Perl ya que no se han reportado casos;*! o
podrian estar ligadas a otro tipo de mecanismo de resistencia como la pérdida o baja

expresion de porinas.!!4

El método de Inactivacion de carbapenemasas se considera un método facil de realizar
y de interpretar en un Laboratorio de Microbiologia, ademas de su bajo costo, posee
un mayor porcentaje de sensibilidad sobre el Test de Hodge modificado, el cual ha
sido muy usado en Latinoamérica y el Peru para el descarte de carbapenemasas, pero
este método ha reportado baja sensibilidad y especificidad para identificar la presencia
de carbapenemasas de clase B (metalobetalactamasas tipo NDM), como lo
demuestran los estudios en Pert de Resurreccion et.al*’ y Sacsaquispe et.al*® donde
el Test de Hodge no fue efectivo para demostrar la presencia de este tipo de
carbapenemasa; contrario a los resultados que se obtuvieron en el presente estudio

con el MICm ya que si dio resultados positivos en las cepas productoras de
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metalobetalactamasas que fueron luego confirmadas por PCR como portadoras del

gen blanpwm.

Para la diferenciacion fenotipica entre carbapenemasas de alta prevalencia como lo
son las metalobetalactamasas y serinocarbapenemasas, se usaron dos métodos de
sinergia a doble disco con inhibidores, uno contenia EDTA-SMA y el otro APB, estos
métodos también fueron utilizados en Peru por Resurreccion et.al donde se detalla que
estos métodos fenotipicos de descarte fueron muy efectivos al identificar 9/9 cepas de
K. pneumoniae como productoras de metalobetalactamasas y 0/9 negativas para
serinocarbapenemasas, resultados que se confirmaron molecularmente ya que todas
las cepas poseian el gen blanom (metalobetalactamasa) y ninguna portaba el gen
blakec (serinocarbapenemasa);*’ estos resultados se aproximan a los obtenidos en el
presente estudio ya que en la prueba para metalobetalactamasas dieron positivas 48
cepas de las cuales se confirmé por PCR que 42 portaban el gen blanowm; por otro lado,
solo una cepa dio positiva para la prueba de serinocarbapenemasas confirmandose

por PCR que portaba el gen blakrc pero también resulté portadora del gen blanpw.

En un estudio realizado por Pantoja K et.al'* en Bogota se obtuvo como resultado, 31
cepas de K. pneumoniae identificadas como BLEE, a través del PCR se obtuvo que
64.5% (20/31) portaba el gen blatemy 80.6% (25/31) el gen blasnv; en su mayoria el
42% (13/31) de las cepas eran procedentes de muestras de orina, 45% (14/59)
pertenecian al servicio de UCI. Por otro lado, en Brasil, Flores C et.al*® reportan un
estudio donde se obtuvieron 70 aislamientos de K. pneumoniae, las cuales a travées de
PCR 67.14% (47/70) portaban el gen blasnv, 62.8% (44/70) blatem y 56% (39/70)
blakec, todas las cepas eran procedentes del servicio de UCl y de muestras de
hisopado rectal. Ambos estudios reportan al gen blasnv predominante sobre el gen
blatem. Por el contrario, el presente estudio reporta que de 50 cepas de K. pneumoniae
analizadas, 80% (40/50) portaban el gen blatem, resultando predominante sobre el gen
blashv, que se present6 en un 40% (20/50), también se reporta que 2% portaba el gen
blakec y 84% el gen blanowm; asimismo, 48% (24/50) de las cepas fueron procedentes
de muestras de hisopado rectal y 52% (26/50) eran de origen sistémico, destacando

dentro de estos que 12% (6/50) eran procedentes de muestras de secreciones de
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herida y solo 10% (5/50) de orina; solo 12% (6/50) de las cepas eran procedentes del
servicio de Cuidados Intensivos, siendo este ultimo resultado de amplia diferencia con

los dos estudios antes mencionados.

El estudio realizado por Sacsaquispe et.al en diferentes hospitales del Perd, demuestra
que 72.7% (40/55) de cepas de K. pneumoniae analizadas fueron positivas para el gen
blanom y 25.5% (14/55) para el gen blaxec, el resultado del gen blanom se aproxima al
obtenido en el presente estudio ya que 84% (42/50) de las cepas K. pneumoniae
estudiadas portaban el gen blanom pero solo el 2% (1/50) resultd positiva para gen
blakec,*® notando en este Ultimo una diferencia importante al compararlo con el estudio
de Sacsaquispe et.al; sin embargo, ambos estudios demuestran una mayor

prevalencia del gen blanom sobre el gen blakec.

La coexpresion de los cuatro genes en estudio (blanom, blakec, blasHv, blatem) en la
cepa clinica estudiada presenta en el perfil de susceptibilidad resistencia a amikacina
y tigeciclina diferenciandose de las demas que presentan sensibilidad a estos
antibioticos, aparte de la sensibilidad a colistina que presentan todas las cepas en
estudio, estos resultados concuerdan con el reciente estudio publicado en Turquia en
el 2019 donde se dio a conocer 10 cepas clinicas de K. pneumoniae coproductora de
blakec y blanom ademas de transportar los genes tipo BLEE (blasnv, blactx-m) y rmtC
(gen asociado con la resistencia a aminoglucésidos), estas cepas resultaron ser todas
resistentes a amikacina pero solo dos fueron resistentes a tigeciclina y una poseia una
resistencia intermedia segun el antibiograma, seis de estas cepas llegaron a presentar

resistencia a colistina.3®

Existen dos reportes de la coproduccion de blakpc y blanom en China, uno se dio en un
paciente de 58 afos, siendo la cepa resistente a todos los carbapenemes,
fluoroquinolonas, aminoglucésidos, sulfonamidas y macrolidos3?; resultado similar al
del presente estudio donde la cepa coportadora de ambos genes también presenta
resistencia a carbapenem (meropenem, imipenem, ertapenem), fluorogquinolonas
(levofloxacina, ciprofloxacina, norfloxacina), aminoglucésidos (gentamicina,

amikacina, tobramicina) y sulfonamidas (sulfametoxazol-trimetoprima). Por otro lado,
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de Li J. et.al** aislaron dos cepas de Klebsiella oxytoca que de igual manera eran
coportadoras de los genes blakrc y blanowm, estas cepas fueron positivas para la prueba
MICm mas no dieron resultados positivos en la prueba de MICe (Método de
inactivacion EDTA-carbapenem, prueba para descarte de metalobetalactamasas),
denotando que se tratarian de cepas productoras de serinocarbapenemasas; sin
embargo, estas cepas si dieron positivas para otra prueba que también descarta
metalobetalactamasas (disco combinado con EDTA + meropenem), indicando luego
presencia de metalobetalactamasas, los investigadores resaltan que la prueba de
MICe y las pruebas de disco combinado con inhibidores (APB-EDTA) con carbapenem
no serian efectivas para determinar la presencia de una cepa coproductora de
carbapenemasa y serinocarbapenemasa; este resultado es similar al presente estudio
ya que en la prueba de MICm la cepa coportadora de los genes blakpc y blanom también
dio positiva; sin embargo, no se pudo detectar la presencia de la metalobetalactamasa
por las pruebas de sinergia con inhibidores (APB-EDTA), ya que dio negativo para

metalobetalactamasas y positivo para serinocarbapenemasas.

Por otro lado, a nivel de Latinoamérica en Brasil se han reportado ambos genes, pero
en una cepa de procedencia rectal de Enterobacter hormaechei.®? No se han reportado

estudios de la coproduccion de blanowm y blakec en el Peru.
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VIII.  CONCLUSIONES

Se determind que 2% (1/50) de las cepas en estudio presentaba el fenotipo de
la presencia de betalactamasas de espectro extendido (Método basado en la
utilizacién de inhibidores de betalactamasas y método de disco combinado) y
se confirmé mediante PCR convencional que 80% (40/50) de las cepas

portaban el gen blatem y 40% (20/50) portaban el gen blasnv.

Se determind que 98% (49/50) de las cepas en estudio presentaban el fenotipo
de la presencia de carbapenemasas (Método modificado de inactivacién de
carbapenemasas), de las cuales el 96% (48/50) resultaron positivas en la
prueba fenotipica para metalobetalactamasas (Método de Sinergia a doble
disco con acido etilendiaminotetraacético asociado a mercaptoacetato de sodio)
y el 2% (1/50) resultd positiva en la prueba fenotipica para enzimas
carbapenemasas tipo A (Método de sinergia a doble disco con acido
fenilbordnico) y se confirmé mediante PCR convencional que el 2% (1/50) de

las cepas portaba el gen blakrc y el 84% (42/50) portaban el gen blanpw.
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IX.

RECOMENDACIONES

Los Laboratorios de Microbiologia de los hospitales deben implementar
equipos, instrumentos y reactivos necesarios para el desarrollo de métodos
fenotipicos y técnicas moleculares las cuales permitan la identificacion rapida y
precisa y continua de genes bacterianos implicados en la resistencia a

antibiéticos en cepas bacterianas.

Se debe investigar en aislamientos de K. pneumoniae, la presencia de genes
gue codifican otras betalactamasas de espectro extendido y carbapenemasas
diferentes a los estudiados tales como los genes blactx, blaivp y blavim, blaoxa

también reportadas en K. pneumoniae.
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XI. ANEXOS

ANEXO 1

Tabla 13. Materiales y equipos de laboratorio

Discos de antibioticos

Equipos

Otros materiales

9 Disco de antibidtico de Ceftazidima (CAZ) (30 pg)- Andina
Medica

9 Disco de antibiético de Cefotaxima (CTX) (30 ug)- Andina
Medica

9 Disco de antibiético Amoxicilina/ Acido Clavulanico (AMC)
(20/10 pg)- Andina Medica

9 Disco de antibiodtico Ceftazidima/ Acido Clavulanico
(CAZ/CAZ-CLA) (30/10ug)-Andina Médica

9 Disco de antibidtico de Cefotaxima / Acido Clavulanico
(CTX/CXT-CLA) (30/10ug)-Andina Medica

9 Disco de antibiético de Imipenem (IMP) (10 ug)- Andina
Medica

9 Disco de antibiético de Meropenem (MEM) (10 ug)-
Andina Medica

9 Disco de antibiético de Acido etilendiaminotetraacético-
Mercaptoacetato de sodio (EDTA-SMA) (750 ug -2mg)-
Andina Medica

9Disco de antibidtico de Acido 3-aminofenilborénico (APB)
(300 pg)- Andina Medica

9 Cabina de extraccion-Telstar
Bio Il Advance

9 Estufa a 37°C-Incucell

9 Balanza analitica +Sartorious

9 Bafio Maria-J.P.SELECTA,s.a.

9 Refrigeradora- BOSH

9 Congeladora -BOSH

9 Centrifuga-Model: PLC-012E

9 Termociclador-Eppendorf
Matercycler personal

9 Equipo de electroforesis-
Biometra

9 Transiluminador UV para
electroforesis -Biometra

9 Autoclave-ALP model

Medios de cultivo

Reactivos

9 Agar Tripticasa de Soya (TSA)- MERCK
9 Caldo Tripticasa de Soya (TSB)- OXOID
9 Agar Mueller Hinton (MHA)- MERCK

9 Agar Citrato de Simons-MERCK

9 Agar Triple Sugar Iron (TSI)-MERCK

9 Marcador de peso molecular

9CINa al 0.9%

9 Etanol grado reactivo

9TBE 0.5X

9 Agarosa para electroforesis

9 Fluorescente para
electroforesis

9 Buffer de carga 5X

9 Agua estéril

9 Micropipeta Transferpette de
0.5-10uL-BRAND Bolsas de
Polietileno

9 Micropipeta Transferpette de
5-50uL-BRAND

9 Placas Petri descartables-
EuroLab

9 Frascos de 250 y 500mL

9 Asa de siembra de plastico

9 Asa de siembra de Kohle

9 Tubos de ensayo de vidrio
(Borosilicato) de 10mL

9 Probetas de 100mL y 250mL

9 Tubos de eppendorf de 2mL

9 Hisopos estériles

9 Gradillas

9 Crioviales con tapa rosca

9 Pinzas estériles

9 Mechero

9 Algododn
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ANEXO 2

Tabla 14. Resultados de la Identificacion bioquimica de las cepas en estudio.

N° Agar Mac Conkey Medio TSI Medio Citrato de Medio LIA Medio MIO
Simmons

Crec Color Precipita Sup/Prof Producci6 H2S Creci Colordel Sup/Prof H2S Creci Movi Indo Orniti

imie cién n de gas mient medio mient  lidad I na

nto biliar o] o]
73 + Rosado-Roijizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
74 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
75 + Rosado-Rojizo + AIA + - + Azul K/K - + - - -
77 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
78 + Rosado-Rojizo + AIA + - + Azul K/K - + - - -
79 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
80 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/K - + - - -
81 + Rosado-Rojizo + AIA + - + Azul K/K - + - - -
82 + Rosado-Roijizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
83 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/K - + - - -
84 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
85 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
86 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
87 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
88 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
89 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
91 + Rosado-Rojizo + AlA + - + Azul K/K - + - - -
92 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
95 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
96 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
98 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/K - + - - -
99 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
100 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/K - + - - -
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105 + Rosado-Roijizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
107 +  Rosado-Rojizo + AIA + - + Azul K/K - + - - -
108 + Rosado-Roijizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
109 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/K - + - - -
110 +  Rosado-Rojizo + AIA + - + Azul K/K - + - - -
111 + Rosado-Roijizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
112 + Rosado-Rojizo + AIA + - + Azul K/K - + - - -
113 + Rosado-Roijizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
114 + Rosado-Rojizo + AIA + - + Azul K/K - + - - -
115 + Rosado-Roijizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
116 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
118 +  Rosado-Rojizo + AIA + - + Azul K/K - + - - -
119 + Rosado-Roijizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
120 +  Rosado-Rojizo + AIA + - + Azul K/K - + - - -
121 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
122 + Rosado-Rojizo + AIA + - + Azul K/K - + - - -
123 +  Rosado-Rojizo + AIA + - + Azul K/K - + - - -
124 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
125 +  Rosado-Rojizo + AlA + - + Azul K/K - + - - -
126 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
127 + Rosado-Rojizo + AlA + - + Azul K/K - + - - -
128 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
129 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
130 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
131 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/IK - + - - -
132 +  Rosado-Rojizo + AlA + - + Azul K/K - + - - -
133 + Rosado-Rojizo + A/A + - + Azul K/K - + - - -

Agar Mac Conkey: colonias tamafio mediano, mucosas, con borde regular, forma circular y aspecto liso y brillante.

*Sup/Prof: Superficie/Profundidad, H2S: Produccion de sulfuro de hidrégeno, A/A: Superficie acida, fondo acido, K/K: Fondo alcalino, superficie
alcalina, +: positivo, -: negativo. 101



ANEXO 3

Tabla 15. Perfil de susceptibilidad antimicrobiana de aislamientos de Klebsiella pneumoniae de pacientes clinicos del Hospital Nacional
Guillermo Almenara Irigoyen

NE AMK | AMC | SAM | ATM | CEP | FEP | CTX | FOX | CAZ |CXM | CIP | COL |ETP| FOS |GEN| IPM | LVX [MEM| NIT |[NOR| TZP |TGC|TOB | SXT
CIM [In[ CIM [In | CIM (In| CIM [In|CIM |In[CIM|In |CIM| In |CIM| In | CIM |In| CIM |In[CIM [ In [CIM| In |CIM|In| CIM | In [CIM| In |CIM| In |CIM| In [CIM| In | CIM [In| CIM |In| CIM | In [CIM| In [CIM| In | CIM [In
73| <=8 |S|>16/8| R >16| R (16| | | >16 [R[{>16 |R| >2 |R >]1 |[R[<=32| S |[>8| R |<=1| S |<=1| S |<=1| S >64 | R >8| R | >4/76 | R
74| <=16 |S|>16/8| R | >16/8 |[R| >8 |R|>16|- | >8 |R|>16| R |>16| R | >16 |R|>16 |R| >2 |[R[<=2| S |>1 |[R|<=64| S [>8| R [>8| R |<=2| S [>8| R | 64 |-| 8 |-| >4 | R |<=1| S |[>8| R | >2/38 |R
75|<=16 |S|>16/8| R | >16/8 |[R| >8 |R|>16|- | >8 |R |>16| R |>16| R | >16 |[R|>16 |R| >2 |R[<=2| S |>1 |[R|<=64| S [>8| R [>8| R |<=2| S [>8 | R | 64 |-| 8 |-[>64 | R |<=1| S |>8| R | >2/38 | R
77| <=8 |S|>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |[R|>16 |R| 2 | | >] [R[<=32| S |[>8| R |[>8| R |<=1| S |>8 | R >64 | R >8| R | >4/76 | R
78 | <=8 [S[>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |R|>16 [R| >2 | R >1 |R|<=32| S |>8| R [>8| R |<=1| S |>8| R >64 | R >8| R | >4/76 | R
79 | <=16 |S|>16/8| R | >16/8 |[R| >8 |R|>16 |- | >8 |R |>16| R |>16| R | >16 |R|>16 |R| >2 |R[<=2| S |>1 |[R|<=64| S [>8| R | 8 | R |<=2| S [>8| R | 64 |-| 8 |-[ >4 | R|<=1| S |[>8| R | >2/38 | R
80 | <=16 |S|>16/8| R | >16/8 |R| >8 |R >8 |R|>16| R |>16| R | >16 |R|>16 |R| >2 |[R[<=2| S |>1 [R|<=64| S [>8| R | 8 [ R |<=2| S [>8| R >64 | R |[<=1| S |>8| R | >2/38 | R
81|<=16 |S|>16/8| R |>16/8 |[R| >8 |R|>16|- | >8 |R |>16| R |>16| R | >16 |R|>16 |R| >2 |R[<=2| S |>1 |[R|<=64| S [>8| R [>8| R |<=2| S [>8| R | 64 |-| 8 |-[>64 | R |<=1| S |>8| R | >2/38 | R
82| <=8 |S|>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |[R|>16 |R| 2 | | >1 |R|<=32| S |>8| R| 8 | R|<=1| S |>8| R >64 | R >8| R | >4/76 | R
83| <=8 [S[>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |R|>16 [R| >2 | R >1 [R|<=32| S |>8|R|[>8|R|2|S|>8|R >64 | R >8| R [<=2/38 | S
84| <=8 |S|>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |[R|>16 |[R| >2 | R >1 |R|<=32| S |>8| R| 8 | R|<=1| S |>8| R >64 | R >8| R | >4/76 | R
85| <=8 [S[>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |R|>16 [R| 2 | | >1 [R|<=32| S |>8| R| 8 | R|<=1| S |>8| R >64 | R >8| R | >4/76 | R
86 | <=8 [S[>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |R|>16 [R| 2 | | >1|R| 64 | S|>8|R|>8| R |[<=1| S |>8| R | 64 |I| >1 |R| >64 | R >8| R | >4/76 | R
87 | <=16 |S|>16/8| R [>16/8 |R| >8 |[R|>16|- | >8 |R [>16| R [>16| R | >16 |[R|>16 |R| >2 |R[<=2| S |>1 |R(<=64| S |[>8| R [>8| R |<=2| S [>8| R | 64 |-| 8 |-|>64 | R |<=1| S [>8| R | >2/38 | R
88 | <=8 [S[>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |R|>16 [R| 2 | | >1 [R|<=32| S |>8| R| 8 | R|<=1| S |>8| R >64 | R >8| R | >4/76 | R
89| <=8 |S|>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |[R|>16 |R| 2 | | >1 |R|<=32| S |>8| R| 8 | R|<=1| S |>8| R >64 | R >8| R | >4/76 | R
91 | <=16 |S|>16/8| R [>16/8 |R| >8 |[R|>16|- | >8 |R [>16| R [>16| R | >16 |[R|>16 |R| >2 |R[<=2| S |>1 |R(<=64| S |[>8| R [>8| R |<=2| S [>8| R | 64 |-| 8 |[-|>64 | R |<=1| S [>8| R | >2/38 | R
92 | <=16 |S|>16/8| R [>16/8|R| 8 |R|>16|-|>8 |R [>16| R [>16| R | >16 |[R|>16 |R| >2 |R[<=2| S |>1 |R(<=64| S |[>8| R [>8| R |<=2| S |[>8| R | 64 |-| 8 |-|>64 | R |<=1| S [>8| R | >2/38 |R
95 | <=8 [S[>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |[R|>16 [R| 2 | | >1[R| 64 | S|>8| R |8 | R |<=1| S |>8|R >64 | R >8| R | >4/76 | R
96 | <=8 [S[>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |R|>16 [R| 2 | | >1 [R|<=32| S |>8|R|8 | R|<=1| S | 4 |R >64 | R >8| R [<=2/38|S
98 | <=8 [S[>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |R|>16 [R| >2 | R >1 |R|<=32| S |>8| R [>8| R |<=1| S |>8| R >64 | R >8| R | >4/76 | R
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NP AMK | AMC | SAM | ATM | CEP | FEP | CTX | FOX | CAZ |CXM | CIP | COL |ETP| FOS |GEN| IPM | LVX [MEM| NIT |[NOR| TZP |TGC|TOB | SXT
CIM [In[ CIM [In | CIM (In| CIM [In|CIM |[In [CIM|In |CIM| In |CIM| In | CIM |{In| CIM |In[CIM [ In [CIM| In |CIM|In| CIM | In [CIM| In |CIM| In |CIM| In [CIM| In | CIM [In| CIM |In| CIM | In [CIM| In [CIM| In | CIM |[In
99 | <=16 |S|>16/8| R | >16/8 |[R| >8 |R|>16|- | >8 | R |>16| R |>16| R | >16 |R|>16 |R| >2 |[R|<=2| S |>1 |[R|<=64| S [>8| R | 8 | R |<=2| S [>8| R | 64 |-| 8 |-|>64 | R|<=1| S |[>8| R | >2/38 | R
100| <=16 |S|>16/8| R |>16/8 |[R| >8 |R|>16|-| >8 |R|>16| R |>16| R | >16 |[R|>16 |R| >2 [R|<=2| S |>1|R| >64 | R [>8 | R| 8 |R|>4| R |8 | R | 64 [-| >8 |-[ >64 | R [<=1| S |>8| R | >2/38 | R
105| <=16 |S|>16/8| R | >16/8 |R| >8 |R >8 |[R|>16| R |>16| R | >16 |[R|>16 |R| >2 [R|<=2| S |>1|R|[ >64 | R [>8 | R |[>8| R |>4| R [>8| R >64 | R [<=1| S |[>8| R | <=2/38 | S
107| <=8 |S|>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |[R|>16 [R| 2 | | >1 |R|<=32| S |>8| R| 4 | R |<=1| S| 8 | R |<=32|S| >1 |R| >64 | R >8| R | >4/76 | R
108| <=8 |S|>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |[R|>16 |[R| >2 | R >]1 |R[<=32| S |>8| R| 8 | R|<=1| S| 8 | R | 64 |I| >1 |R| >64 | R >8| R | >4/76 | R
109| <=8 |S|>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |[R|>16 |[R| >2 | R >1|R|<=32| S |>8| R|4 | R|<=1| S| 8 | R >64 | R >8| R | >4/76 | R
110| <=8 |S|>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |R|>16 [R| >2 | R >1 [R|<=32| S |>8|R|4|R|<=1| S| 4 |R >64 | R >8| R | >4/76 | R
111| <=8 |S|>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |[R|>16 |R| 2 | | >1 |R|<=32| S |>8| R| 4 | R|<=1| S |>8| R >64 | R >8| R | >4/76 | R
112| <=16 (S|>16/8| R | >16/8 |R| >8 |R >8 |[R|>16| R |>16| R | >16 |[R|>16 |R| >2 [R|<=2| S |>1 |R|<=64| S [>8| R | 8 | R |<=2| S [>8| R >64 | R [<=1| S [>8| R | >2/38 |R
113| <=8 |S|>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |[R|>16 |[R| >2 | R >]1 [R[<=32| S |[>8| R| 8 | R|<=1| S |>8| R | 64 |I| >1 |R| >64 | R >8| R | >4/76 | R
114| <=8 |S|>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |[R|>16 |[R| >2 | R >]1 [R[<=32| S |[>8| R| 8 | R|<=1| S |>8| R | 64 |I| >1 |R| >64 | R >8| R | >4/76 | R
115 <=16 |S|>16/8| R |>16/8 |R| >8 |[R|>16|-| >8 |R |>16| R [>16| R | >16 |R|>16 [R|<=1|S |<=2| S |>1 |R{<=64| S |[>8| R |>8| R [<=2| S |[>8| R | 64 |-| <=4 |-| >64 | R |<=1| S [>8 | R | >2/38 | R
116| <=16 |S|>16/8| R |>16/8 |[R| >8 |R|>16|-| >8 |R|>16| R |>16| R | >16 |[R|>16 |R| >2 [R|<=2| S |>1 |R|<=64| S [>8 | R| 8 | R |<=2| S| 8 | R | 64 |[-| 8 |-[>64 | R [<=1| S |>8| R | >2/38 |R
118| <=16 |S|>16/8| R |>16/8 |[R| >8 |R|>16|-| >8 |R|>16| R |>16| R | >16 |[R|>16 |R| >2 [R|>4 |R|>1 |R|<=64| S [>8 | R |[>8| R |<=2| S |[>8| R | 64 [-| 8 |-[>64 |R |2 | | [>8| R | >2/38 |R
119| <=8 |S|>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |R|>16 [R| >2 | R >1 |R|<=32| S |>8| R |[>8| R |<=1| S |>8| R >64 | R >8| R | >4/76 | R
120| <=16 |S|>16/8| R | >16/8 |R| >8 |R|[>16|- | >8 |R|>16| R [>16| R | >16 |R|>16 |[R| >2 |R|<=2| S |>1 |R|<=64| S |>8| R | 4 | R |<=2| S [>8| R | 64 |-| 8 |[-| >64 | R [<=1| S |>8| R | >2/38 | R
121| <=8 |S|>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |R|>16 [R| >2 | R >1 [R|<=32| S |>8| R |[>8| R |<=1| S| 8 | R >64 | R >8| R | >4/76 | R
122| <=8 |S|>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |R|>16 [R| 2 | | >1|R| 64 |S|>8|R|4|R|<=1|S | 8 |R >64 | R >8| R | >4/76 | R
123| <=8 |S|>16/8| R >16| R (16| | | >16 |R|>16 [R| >2 | R >1 |R|<=32| S |>8| R |[>8| R |<=1| S |>8| R >64 | R >8| R | >4/76 | R
124| <=8 |S|>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |R|>16 [R| >2 | R >1 |R|<=64| S |>8| R [>8| R |<=1| S |>8| R >64 | R >8| R | >4/76 | R
125| <=8 |S|>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |[R|>16 |R| 2 | | >] [R[<=32| S |[>8| R |[>8| R |<=1| S |>8 | R >64 | R >8| R | >4/76 | R
126| <=8 |S|>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |R|>16 [R| 2 | | >1 [R|<=32| S |>8| R| 8 | R|<=1| S |>8| R >64 | R >8| R | >4/76 | R
127|<=16 |S|>16/8| R |>16/8 |R| >8 |[R|>16|-| >8 |R |>16| R [>16| R | >16 |R|>16 [R| >2 |R|<=2| S |>1 |R{<=64| S |[>8| R |>8| R [<=2| S |>8| R | 64 |-| 8 |-|>64 |R |2 | | |[>8| R | >2/38 |[R
128| <=16 |S|>16/8| R | >16/8 |R| >8 |R|[>16|-| >8 |R|>16| R [>16/ R | >16 |R|>16 |[R| >2 |R|<=2| S |>1 |R|<=64| S |[>8| R | 8 | R [<=2| S |>8| R 64 |-| 8 |-|>64 | R|<=1| S [>8| R | >2/38 |R
129|<=16 |S|>16/8| R |>16/8 |R| >8 |R|>16|-| >8 |R |>16| R (>16| R | >16 |R|>16 [R| >2 |R[<=2| S |>1 |R{<=64| S |[>8| R| 8 | R [<=2| S |>8| R | 64 |-| >8 |-| >64 | R |<=1| S [>8| R | >2/38 | R
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NP AMK | AMC | SAM | ATM | CEP | FEP | CTX | FOX | CAZ |[CXM | CIP | COL [ETP| FOS |GEN | IPM | LVX [MEM| NIT |[NOR| TZP |TGC |TOB | SXT
CIM [In[ CIM [In | CIM (In| CIM [In|CIM |[In [CIM|In |CIM| In |CIM| In | CIM |{In| CIM |In[CIM [ In [CIM| In |CIM|In| CIM | In [CIM| In |CIM| In |CIM| In [CIM| In | CIM [In| CIM |In| CIM | In [CIM| In [CIM| In | CIM |[In
130| >32 |R|>16/8| R |>16/8 |R| >8 |R|>16 >8 |[R|>16| R |>16| R | >16 |[R|>16 |R| >2 [R|<=2| S |>1 |R|<=64| S [>8 | R |[>8| R |>4| R [>8| R | >64 |-| >8 |-| >64 | R [>2| R |>8| R | >2/38 | R
131| <=16 |S|>16/8| R | >16/8 |[R| >8 |R|>16 >8 |[R|>16| R |>16| R | >16 |[R|>16 |R| >2 [R|<=2| S |>1 |R|<=64| S |>8| R | 8 | R |<=2| S |[>8| R | 64 8 |-[>64 | R |<=1| S |>8| R | >2/38 |R
132| <=8 |S|>16/8| R >16| R [>16/ R | >16 |[R| >16 |[R| >2 | R >1 [R|<=32| S |>8|R|4|R|<=1| S| 4 |R >64 | R >8| R | >4/76 | R
133| <=8 |S|>16/8| R >16| R [>16| R | >16 |[R|>16 |[R| >2 | R >1 |R|<=32| S |>8| R |4 | R|<=1| S |>8| R >64 | R >8| R | >4/76 | R

*CIM: concentracion inhibitoria minima mcg/ml, In: interpretacion, S: sensible, I: intermedio, R: resistente, -:

Norfloxacina; TZP: Piperacilina-tazobactam; TGC: Tigeciclina; TOB: Tobramicina; SXT: Trimetoprima+sulfametoxazol.

no probado, AMK:
Amikacina; AMC: Amoxicilina+Acido Clavulanico; AMP: Ampicilina; SAM: Ampicilina+Sulbactam; ATM: Aztreonam; CEP: Cefalotina;
FEP: Cefepime; CTX: Cefotaxima; FOX: Cefoxitina; CAZ: Ceftazidima; CXM: Cefuroxima; CIP: Ciprofloxacina; COL: Colistina; ETP:
Ertapenem; FOS: Fosfomicina; GEN: Gentamicina; IPM: Imipenem; LVX: Levofloxacina; MEM: Meropenem; NIT: Nitrofurantoina; NOR:
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ANEXO 4

Tabla 16. Caracteristicas clinico-epidemiologicas de las cepas clinicas de Klebsiella

pneumoniae procedentes del Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen.

N Muestra Sexo Prggieade Servicio FRSM

73 Hisopado Rectal F H Gastroenterologia 10/04/2018

74 Esputo M H Cirugia de Torax 10/04/2018

75 Secreciéon Bronquial M H Cuidados Intensivos 11/04/2018

77 Hisopado Rectal M H Neurologia 16/04/2018

78 Hisopado Rectal M E Sala Observacion Cirugia | 16/04/2018

79 Punta de Catéter M H Cuidados Intensivos 16/04/2018

80 Aspirado Bronquial M E Sala 6 Observacién 16/04/2018

Medicina
81 Secrecion M H Cuidados Intensivos 17/04/2018
Intratraqueal

82 Hisopado Rectal F H Cirugia cabeza y cuello 18/04/2018

83 Hisopado Rectal M H Medicina interna 3 18/04/2018

84 Hisopado Rectal M H Cuidados Intermedios 18/04/2018

85 Hisopado Rectal F H Gastroenterologia 18/04/2018

86 Orina F E Sala de Observacion 18/04/2018
Medicina 4

87 | Secrecidon Respiratoria F E Sala de Observacion 18/04/2018
Medicina 4

88 Hisopado Rectal F H Medicina Interna 2 20/04/2018

89 Hisopado Rectal F H Medicina Interna 3 20/04/2018

91 Herida de Pie F H Medicina Interna 3 20/04/2018

Diabético
92 | Secrecion de Heridas M E Sala de Observacion 21/04/2018
95 Hisopado Rectal F E Sala Observacion Medicina | 23/04/2018
2

96 Hisopado Rectal M H Medicina Interna 3 23/04/2018

98 Hisopado Rectal M H Medicina Interna 3 25/04/2018

99 Sangre M H Cuidados Intensivos 25/04/2018

100 | Secrecion de Heridas F H Cirugia Plastica y 25/04/2018
Quemados

105 Tejido F H Cirugia Plastica y 28/04/2018
Quemados

107 Orina F H Medicina Interna 1 28/04/2018

108 Orina M E Sala Observacion Cirugia | 28/04/2018

109 Hisopado Rectal F H Medicina Interna 2 30/04/2018

110 Hisopado Rectal F H Medicina Interna 2 30/04/2018
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N° Muestra Sexo Prgg;de Servicio FRSM
111 Hisopado Rectal F H Cirugia Plastica y 3/05/2018
Quemados
112 Aspirado Bronquial M E Unidad de Cuidados 3/05/2018
Especiales
113 Orina M H Geriatria 2/05/2018
114 Orina F H Medicina Interna 3 3/05/2018
115 | Secrecion de heridas M H Cuidados Intensivos 4/05/2018
116 | Secrecion Bronquial M E Unidad de Cuidados 5/05/2018
Especiales
118 | Secrecion de Herida F H Cirugia General 1 10/05/2018
Operatoria
119 Hisopado Rectal M E Sala 2 Observacion 10/05/2018
Cirugia
120 | Secrecion de Herida F H Cuidados Intensivos 10/05/2018
Operatoria
121 Hisopado Rectal F H Gastroenterologia 12/05/2018
122 Hisopado Rectal M E Sala de Observacion 12/05/2018
Cirugia
123 Hisopado Rectal M E Sala 6 Observacion 12/05/2018
Medicina
124 Hisopado Rectal M E Unidad de Cuidados 12/05/2018
Especiales
125 Hisopado Rectal F H Medicina Interna 1 12/05/2018
126 Hisopado Rectal M H Cirugia General 5 12/05/2018
127 Sangre M E Sala 5 Observacion 15/05/2018
Medicina
128 | Secrecion de heridas F H Cirugia cabeza y cuello 15/05/2018
129 | Secrecion de heridas F H Cirugia cabeza y cuello 15/05/2018
130 | Secrecion de heridas M H Cirugia General 4 16/05/2018
131 Pared Abdominal F H Cuidados Intermedios 17/05/2018
132 Hisopado Rectal M H Geriatria 18/05/2018
133 Hisopado Rectal M E Sala 5 Observacion 18/05/2018
Medicina

* N°: Numero de muestra adaptado para el estudio, M: Masculino, F: Femenino, H:
Hospitalizacion, E: Emergencia, FRSM: Fecha de recepcion en el Servicio de Microbiologia

del HNGAI
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ANEXO 5

Tabla 17. Fenotipo y genotipo de las cepas estudiadas segun procedencia

Bla SHV Bla TEM Bla NDM Bla KPC
BLEE F + - -

Carbapenemasa +
Carbapenemasa -
Carbapenemasa
Carbapenemasa
Carbapenemasa
Carbapenemasa
Carbapenemasa -
Carbapenemasa +
Carbapenemasa -
Carbapenemasa -
Carbapenemasa +
Carbapenemasa -
Carbapenemasa -
Carbapenemasa
Carbapenemasa
Carbapenemasa -
Carbapenemasa -
Carbapenemasa -
Carbapenemasa -
Carbapenemasa -
Carbapenemasa -
Carbapenemasa
Carbapenemasa
Carbapenemasa - -
Carbapenemasa - -
Carbapenemasa - +
Carbapenemasa - +
Carbapenemasa - +
Carbapenemasa - -
Carbapenemasa - -
Carbapenemasa - -
Carbapenemasa - -
Carbapenemasa +
Carbapenemasa + +

+ + + + + + + + o+
1 1

+ + + + + + + A+ F A+ +
+ + + + + + + + F++ A+ F
1 1

=+
1
1

R
S
S
R
R
S
S
S
R
R
R
R
S
S
R
R
S
S
R
R
R
S
S
S
S
S
R
R
R
S
S
S
S
S
S

=+
1
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Carbapenemasa - + + -
Carbapenemasa + + - -
Carbapenemasa - -
Carbapenemasa - +
Carbapenemasa + +
Carbapenemasa - +
Carbapenemasa - - - -
Carbapenemasa - +
Carbapenemasa + - - -
Carbapenemasa - -
Carbapenemasa +
Carbapenemasa +
Carbapenemasa +
Carbapenemasa -
Carbapenemasa -

+ + + + +
1

T OLOLOLOHLWIUAODIODOIODAIOWnWAD

+ + + + +
+ + + + + +

* N°: Numero de muestra adaptado para el estudio, R: Procedencia
de muestra de hisopado rectal, S: Procedencia de muestra sistémica,

+: positivo. -: neaativo
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ANEXO 6

Tabla 18. Matriz de Operacionalizacion de variables

Variables Definicién Definicion ; . . o . . Escala de
. . Métodos Indicador |Categorias |Criterios de medicién | Tipo Ny
Independientes Conceptual Operacional medicién
Genes que Fenotipicos | Método basado en P >5mm
- . S C N
codifican enzimas | | e oo inhibidores de (3- Valor del
capaces de i ' lactamasas o A < 5mm
N produccién de diametro
betalacta hidrolizar . .
. enzimas mediante del halo de .
masas de |Gen Blartem | cefalosporinas de ) . C P >/= 5mm entre discos
.. |los genes que las Método de disco | inhibicion C N
espectro |Gen Blashv [tercera generacion . A .
. . codifican a través combinado
extendido (ceftriaxona, A <5mm
. de pruebas
cefotaxima, fenotipicas y C N
ceftazidima) y el L . TEM 1078 pb
)y técnica de PCR. . Técnicade PCRy | Peso del P
aztreonam. Genotipico | ectroforesis amplicon C N
P SHV 870 pb
P 6-15 mm
a) Método Valor del
modificado de diametro A . PP C N
inactivacion de  |del halo de
carbapenemasas | inhibicion
P | 16-18 mm
Identificacion de la
. , aumento del halo de
Genes que produccién de - b) Método de P S
o . . . Fenotipicos . . inhibicion C N
codifican enzimas |enzimas mediante sinergia a doble
carbapen |Gen Blanpm .
capaces de los genes que las disco con APB )
emasas |Gen Blakpc S o . Presencia A -
hidrolizar codifican a través
de halo de
carbapenemes. de pruebas , L
. c) Método de inhibicion aumento del halo de
fenotipicas y . . P S,
técnica de PCR sinergia a doble inhibicion C N
’ disco con EDTA-
SMA A -
C N
NDM 712pb
- Técnicade PCRy | Peso del P
Genotipico electroforesis amplicon C N
P KPC 340pb

* P: Presencia, A: Ausencia, |: Indeterminado, C: Cualitativa, N: Nominal
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PROBLEMA

PROBLEMA GENERAL

-¢,Cudles son los genes de
resistencia: betalactamasas de
espectro extendido y
carbapenemasas que se
encuentran presentes en cepas
de Klebsiella pneumoniae de
pacientes hospitalizados en el
Hospital Nacional Guillermo
Almenara Irigoyen de abril imayo
del 2018?

PROBLEMAS ESPECIFICOS

- ¢, Cudles son los genes
codificantes para: betalactamasas
de espectro extendido que se
determinaran a través de los
métodos fenotipicos y genotipicos
en cepas de Klebsiella
pneumoniae?

-¢,Cuéles son los genes
codificantes para
carbapenemasas que se
determinaran a través de los
métodos fenaotipicos y genotipicos
en cepas de Klebsiella
pneumoniae?

ANEXO 7

Tabla 19. Matriz de Consistencia

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:
-Detectar la presencia
de genes:
betalactamasas de
espectro extendido
(TEMY SHV) y
carbapenemasas (NDM
Y KPC), en aislamientos
de Klebsiella
pneumoniae en un
hospital de Lima
Metropolitana de nivel
V.

OBJETIVOS
ESPECIFICOS:
-Realizar la deteccién
fenotipica y genotipica
de betalactamasas de
espectro extendido en
cepas de K.
pneumoniae.

Realizar la
determinacion fenotipica
y genotipica de
carbapenemasas en
cepas de K.
pneumoniae.

HIPOTESIS

-Las cepas clinicas
en estudio de
Klebsiella
pneumoniae del
Hospital Nacional
Guillermo Almenara
Irigoyen presentan
los genes de
resistencia
betalactamasas de
espectro extendido
(TEMy SHV) y
carbapenemasas
(KPC 'y NDM).

VARIABLES

Variable
dependiente:

-Cepas de
Klebsiella
pneumoniae.

Variable
independiente:

- Genes
betalactamasas
de espectro
extendido:

Gen TEM

Gen SHV

- Genes

carbapenemasas:

Gen KPC
Gen NDM

METODOLOGIA

Tipo y disefio general de estudio:
observacional, descriptivo.

Muestra:

50 cepas hospitalarias de Klebsiella
pneumoniae aisladas de muestras de
hisopado rectal y sistémicas (Orina,
sangre, tejido, secreciéon bronquial, y
secrecion de heridas) de pacientes del
Hospital Nacional Guillermo Almenara
Irigoyen recolectadas por el
Laboratorio de Microbiologia del
hospital.

Métodos fenotipicos : Confirmacion
fenotipica de betalactamasas de
espectro extendid o:

a) Método basado en la utilizacién de
inhibidores de betalactamasas

b) Método de disco combinado
Confirmacién fenotipica de
carbapenemasas

a) Método modificado de inactivacion
de carbapenemasas (MICm)

b) Sinergia a doble disco con &cido
fenilborénico (APB)

c) Sinergia a doble disco con acido
etilendiaminotetraacético asociado a
mercaptoacetato de sodio (EDTA-
SMA)

Método genotipico:

-Técnica de PCR
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ANEXO 8

Documento de aprobacion del Proyecto de Investigacion en el HNGAI
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