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RESUMEN

Klebsiella pneumoniae productora de betalactamasas es una de las principales
causas de infecciones asociadas a la asistencia sanitaria para la cual las opciones
de tratamiento son limitadas. Con el objetivo de conocer el comportamiento de la
susceptibilidad antimicrobiana entre los aislados de K. pneumoniae productor de
betalactamasas causante de infecciones en hospitales cubanos, en los meses de
enero a septiembre del 2016, se desarrolld6 un estudio retrospectivo de tipo
descriptivo en el Laboratorio Nacional de Infecciones Asociadas a la Asistencia
Sanitaria del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, que incluyé 147 aislados
134 productores de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), tres de
serincarbapenemasas KPC y 30 sospechosas de producir betalactamasas de tipo
AmpC, procedentes de 17 hospitales de 8 provincias del pais. Para ello se
determind la produccion de betalactamasas de tipo AmpC y se analizé la
susceptibilidad a los antimicrobianos en los aislados productores de esta y las
demas betalactamasas. El 70% y 90% de los aislados productores de AmpC y
BLEE, respectivamente, fue susceptible a los carbapenémicos; mientras que 19%
de los productores de BLEE y 20% de AmpC fue susceptible a ciprofloxacina.
Solo un aislado KPC positivo fue sensible a esta droga. Para los aminoglucdsidos
los valores de sensibilidad oscilaron entre 13-42% en BLEE y 6-26% en AmpC
ninguno de los aislados KPC fue sensible. La colistina fue la droga mas activa con
100% de sensibilidad en aislados AmpC y KPC positivos y en los de BLEE 93%.
La escasa sensibilidad antimicrobiana en los aislados de K. pneumoniae productor
de betalactamasas en los hospitales cubanos evidencia la necesidad de un
monitoreo continuo de este patdgeno para el cual la colistina representa una de

las pocas opciones terapéuticas y en ocasiones la  Unica.
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l. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce el problema creciente de la
resistencia antimicrobiana como una de las mayores amenazas para la salud
humana y considera que su contencién es una necesidad publica mundial que

requiere de acciones globales y urgentes (1, 2).

En el notable incremento de la resistencia antibidtica de los ultimos afios el papel
gue juegan las betalactamasas, enzimas con actividad hidrolitica sobre los
betalactamicos, es significativo (3). La produccién de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) constituye el principal mecanismo de resistencia en
enterobacterias a betalactamicos. No obstante, otras betalactamasas como las de
tipo AmpC y mas recientemente las carbapenemasas de tipo KPC cobran cada

vez mayor importancia (4-6).

Las BLEE se definen como enzimas capaces de hidrolizar a las cefalosporinas de
amplio espectro y a los monobactamicos, pero no las cefamicinas ni a los
carbapenemes; mientras que las betalactamasas de tipo AmpC hidrolizan ademas
a las cefamicinas. La accion hidrolitica de las KPC inactiva casi a la totalidad de
los betalactamicos, incluidos aquellos resistentes a la accion de las
betalactamasas anteriores, como los carbapenémicos (6, 7).

El tratamiento de las infecciones que causan los microorganismos productores de
betalactamasas es un reto, ya que con frecuencia estos son resistentes también a
quinolonas, aminoglucosidos y trimetoprim/sulfametoxasol, lo que limita las

opciones terapéuticas (8).

El ambiente hospitalario y en particular las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI)
son el principal reservorio de los microorganismos multirresistentes. Sin embargo,
resulta alarmante el incremento de la resistencia a los antimicrobianos que tiene

lugar en la comunidad en las ultimas décadas (9).

Klebsiella pneumoniae es un importante patdégeno oportunista que causa

infecciones como septicemias, neumonia, infecciones del tracto urinario y de los

tejidos blandos. La mayoria de las infecciones causadas por esta bacteria se
1
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presentan en hospitalizados, inmunodeprimidos o pacientes con alguna

enfermedad de base (10).

El 60% de los aislamientos de K. pneumoniae en América Latina son productores
de BLEE, asi mismo es la enterobacteria productora de AmpC y KPC mas
frecuente (4, 7, 11). La notificacién de los primeros aislamientos de K. pneumoniae
productores de BLEE motivé el ingreso de esta especie al grupo de los
microorganismos multirresistentes y la aparicion de aislados resistentes a

carbapenémicos confirmé su entrada al panel de las “superbacterias” (10).

La vertiginosa diseminacion mundial de K. pneumoniae productora de
betalactamasas, se asocia a su capacidad para adaptarse al ambiente hospitalario
y sobrevivir en las manos del personal de salud por largos periodos de tiempo.
Esto ultimo favorece su transmision entre personas e incluso la transmisién entre

diferentes sitios de un mismo hospital, entre ciudades y paises (12).

La distribucidbn geografica de las betalactamasas de tipo AmpC varia
considerablemente de una zona a otra y de la especie estudiada, en América se
reporta entre 0,5% y 7,5% de los aislamientos de K. pneumoniae; mientras que en

Europa se notifica hasta en 55% de los aislamientos resistentes al cefoxitin (7).

Con la aparicion de las BLEE, los carbapenémicos se convierten en el tratamiento
de eleccion frente a las infecciones graves causadas por enterobacterias
multirresistentes y frecuentemente son la Unica opcion terapéutica disponible (13).
En 1996, en Estados Unidos (EE.UU), se produce el primer reporte de
carbapenemasas en K. pneumoniae y desde entonces se disemina de manera
rapida a nivel mundial (14). Los aislamientos de KPC son frecuentes en EE.UU,

Colombia, Israel y China (15).

Si bien el consumo de betalactamicos incluidos los carbapenémicos es universal,
la prevalencia de cepas de K. pneumoniae con fenotipo sugestivo de BLEE, AmpC

y KPC no es uniforme entre los diferentes continentes. El conocimiento de la
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prevalencia de los mecanismos de resistencias en cada pais resulta crucial para

gue se establezcan politicas de antibioticos adecuadas.

Una investigacion previamente realizada por la autora en el Laboratorio Nacional
de Infecciones Asociadas a la Asistencia Sanitaria del Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri" (LN-IAAS/IPK) reporta a K. pneumoniae como la especie
mas frecuente del género (95 %), mas de un 80 % de aislados productores de
BLEE asi como la emergencia de KPC (16). Sin embargo, la informacién sobre la
produccion o no de AmpC entre los aislamientos de K. pneumoniae y el
comportamiento de la susceptibilidad antimicrobiana frente a diferentes

antibioticos entre los aislamientos productores de betalactamasas, es escasa.

La presente investigacion pretende dar continuidad al estudio anterior con el fin de
enfatizar en la susceptibilidad antimicrobiana frente a los antibidticos en cepas de
K. pneumoniae productoras de BLEE y KPC, asi como detectar la produccion de
betalactamasas de tipo AmpC en aquellos aislamientos que resultaron sugestivos

de producir dicha enzima.



Il. OBJETIVOS

1. Determinar de forma fenotipica, la produccion de betalactamasas de tipo
AmpC en K. pneumoniae resistentes al cefoxitin.

2. Describir la distribucion de K. pneumoniae productora de betalactamasas de
espectro extendido, betalactamasas de tipo AmpC y KPC segun el tipo de
muestra y el servicio del cual procede.

3. Describir la susceptibilidad a los antimicrobianos en aislamientos de
K. pneumoniae productora de betalactamasas de espectro extendido,

betalactamasas de tipo AmpC y KPC.
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[11.1 Historia, taxonomia y clasificacion del género Klebsiella

La primera mencion del género Klebsiella fue en el afio 1875 cuando el
bacteriélogo aleman Edwing Klebs (1834-1913) describe unos microorganismos
bacilares aislados en exudados bronquiales de pacientes fallecidos por
neumonia. La especie tipo de este género es K. pneumoniae, que fue descrita
por Schroeter en 1886, y por Trevisan en 1887, quien en honor a Klebs designa
al género con el nombre de Klebsiella (17).

De 1960 a la fecha se han propuesto cuatro clasificaciones, aunque la mayoria
de los paises reconocen la clasificacion de @rskov. A pesar de los numerosos
esfuerzos que se emplean para la clasificacion del género, ain no existe un

consenso para la diferenciacion a nivel de especie y subespecie (16).

l1l.2 Caracteristicas generales del género Klebsiella

Los bacilos del género Klebsiella son gramnegativos, fermentadores la glucosa,
anaerobios facultativos, no esporulados y oxidasa negativos, generalmente
producen gas de glucosa e hidrolizan la urea, son inmdviles, y estan recubiertos
por una enorme capsula polisacaridica. Las bacterias del género crecen bien en
casi todos los medios de cultivos, la temperatura 6ptima de crecimiento es entre
30 y 37°C. En medios sélidos se pueden observar colonias grandes, brillantes;
las cepas que producen capsula son mucoides y de consistencia viscosa. En
Agar Mac Conkey las colonias son de color rosa oscuro con pigmento rojo
facilmente difusible en el agar circundante, por la fermentacion de la lactosa y

produccion de acido (17-19).

[11.3 Factores de virulencia
Las cepas de K. pneumoniae, estan generalmente cubiertas por una capsula de
naturaleza polisacaridica que permite su clasificacion en 77 tipos seroldgicos; sus

propiedades antigénicas, le facilitan la adherencia a las superficies y determinan la
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capacidad de resistir a la fagocitosis y al efecto bactericida del suero, las cepas

mutantes sin capsula son altamente sensibles a la fagocitosis (16).

Mediante los pilis, la célula bacteriana se pueden adherir a las superficies de la
célula hospedera y mantener el contacto con la misma. En Klebsiella spp., existen
dos tipos predominantes: el tipo 1 (se asocia fundamentalmente a la patogénesis
de las infecciones del tracto urinario pues se adhieren a las células del tubulo
proximal) y el tipo 3 (interviene en la adherencia a las células endoteliares y al

epitelio del tracto respiratorio y urinario) (17, 20).

La presencia de aerobactina, elemento de bajo peso molecular capaz de competir
con las proteinas transportadoras de hierro del huésped (sider6foro o agente
guelante del hierro), también se considera un factor esencial en la patogenicidad
del género (21).

Otro factor que protege a la bacteria de la agresion por parte del huésped y
favorece su posterior desarrollo y multiplicacion, es la capacidad de resistir a los
factores séricos. En Klebsiella spp. el mecanismo exacto se desconece, pero hay
dos hipétesis: la primera, es en el enmascaramiento capasular del lipopolisacéarido
y esta nueva estructura superficial es incapaz de activar el sistema del
complemento; la otra, plantea que las cadenas laterales del polisacarido O pueden
atravesar la cdpsula y ser reconocidas por la molécula C3b del complemento, esto
impide que se forme el complejo litico y por tanto, no ocurre lisis de la membrana

celular y la bacteria no es destruida (20).

[11.4 Impacto clinico

Klebsiella spp. es ubicuo en la naturaleza y puede colonizar las mucosas de la
nasofaringe y las del tracto digestivo del hombre (17, 22). Posee una cépsula
hidréfila que favorece la sobrevivencia del microorganismo en la piel y la protege
de la desecacién, por lo que puede sobrevivir en las manos del personal de salud
por largos periodos de tiempo y tiene gran capacidad de adaptacion al ambiente

hospitalario (19).
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K. pneumoniae es la especie con mayor importancia clinica y es la segunda
enterobacteria oportunista mas importante como causa de infecciones
nosocomiales y comunitarias solamente precedida por Escherichia coli (23). Su
patogenia esta estrechamente relacionada con su nicho ecoldgico, y se favorece
con factores predisponentes como: afectaciones del sistema inmune, la presencia
de enfermedades debilitantes (diabetes, alcoholismo, enfermedades hepéticas,
cancer, enfermedad pulmonar obstructiva cronica y fallo renal); terapias
inmunosuprosoras (uso de glucocorticoides); transplante de 6érganos sélidos;
estadia hospitalaria prolongada y empleo de técnicas invasivas (ventilacion

pulmonar artificial, cateterismo vesical y venoso (16, 24)

La principal relevancia clinica de Klebsiella spp. es la capacidad de cambiar su
sensibilidad natural a los antimicrobianos a través de la seleccion y transmision de
diversos mecanismos de resistencia que involucra simultaneamente varios familias
de antibidticos (24). En la actualidad se plantea que entre 20% y 80% de los
aislados de K. pneumoniae son resistentes a la primera linea de tratamiento lo que
incluye cefalosporinas, fluoroquinolonas y aminoglucésidos (22). La produccion de
BLEE es el mecanismo fundamental de resistencia; la tasa de deteccion mas alta
de K. pneunomiae productora de BLEE proviene de América Latina con 45% en
comparacién con las tasa que reportan Europa (19.7%) y América del
Norte (10%) (25).

La aparicion de cepas productoras de carbapenemasas de tipo (KPC), emergen
como un serio problema mundial por el alto nivel de resistencia que confieren a
todos los betalactamicos, con distintos niveles de resistencia a los
carbapenémicos (26). Los aislamientos de KPC son frecuentes en EE.UU,
Colombia, Isarael, Zhejiang (China) y Grecia donde estan asociados a estadias
hospitalarias prolongadas (27). Todas estas razones permitieron que
K. pneumoniae se incluya en el llamado grupo de las superbacterias con una

relevancia global (16).
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[11.5 Resistencia a los antimicrobianos

La resistencia microbiana es la pérdida de la sensibilidad de un microorganismo a
un antimicrobiano al que inicialmente era susceptible. Este fenbmeno se origina
con la aparicion de un cambio permanente en el material genético del
microorganismo que se transmite a sus descendientes, motivo por el cual los

mismos también seran resistentes a esa droga (28).

Entre los elementos que inducen a la aparicién de la resistencia antimicrobiana en
la practica clinica estan: uso indiscriminado de antimicrobianos en pacientes
inmunodeprimidos y en UCI, profilaxis antibiotica inapropiada, terapia an-
timicrobiana con dosis o duracidon inadecuada, tratamiento antibiético para
enfermedades no bacterianas o bacterianas autolimitadas y desconocimiento de
los perfiles de sensibilidad a los antimicrobianos a nivel local de cada institucion o
comunidad (29).

Recientemente el Centro Europeo de Diagnadstico y Control de las Enfermedades y
el Centro para Prevencién y Control de Enfermedades (ECDC y CDC) (por sus
siglas en inglés respectivamente) clasifican a los microorganismos en base a los

perfiles fenotipicos de resistencia (30). (Tabla 1)
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Tabla 1. Definicion de microorganismo multirresistente, extremadamente

resistente y panresistente (30).

Multirresistente No sensible al menos a un Resistencia a multiples
antibiético de 23 familias antibidticas antibiéticos (23) [clases o
subclases] Definicion basada
en las determinaciones in
vitro con el fin de orientar el
tratamiento clinico y para el
control epidemiologico

Extremadamenterresistente  No sensible al menos a un Resistencia a todos o a casi
antibidtico de todas excepto <2 de todos los antibiéticos
las familias antibidticas aprobados para uso clinico

Panresistente No sensible a ningun antibiético de Microorganismo resistente a:
ninguna categoria practicamente  todos  los
antibiéticos disponibles
comercialmente, todos los
antibioticos estudiados de
rutina, todos los antibidticos
disponibles para tratamiento
empirico

Las bacterias multirresistentes, extremadamenterresistentes y
pandrogorresistentes tienen un impacto significativo sobre la mortalidad, la
estancia hospitalaria y los costos asociados (30). En conjunto los microorganismos
resistentes “altamente problematicos” son denominados patogenos ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, K. pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa y enterobacterias), por su capacidad para
“‘escapar” de las acciones de las terapias efectivas, lo cual los hace responsables

de la crisis de resistencia antibidtica en diferentes partes del mundo (31).
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[11.6 Resistencia antimicrobiana en el género Klebsiella

I11.6.1 Resistencia a Betalactamicos
Los betalactdmicos incluyen varios grupos de antibidticos entre los que se
encuentran las penicilinas, las cefalosporinas, los carbapenemes y los

monobactamicos e inhiben la sintesis de la pared celular de la bacteria (32).

Aunque la resistencia a los betalactdmicos esté definida por distintos mecanismos
(produccion de enzimas, alteraciones de la permeabilidad, alteracion de la diana 'y,
presumiblemente, expresibn de bombas de expulsion activa), el principal
mecanismo de resistencia a betalactamicos en enterobacterias es el enzimético,
por produccidon de betalactamasas, que pueden ser naturales de ciertas especies
o adquiridas (17, 33).

[11.6.1.2 Betalactamasas

Concepto

Las betalactamasas son un grupo muy heterogéneo de enzimas de resistencia, en
la actualidad se describe méas de 700 tipos. Estructuralmente, son proteinas
compuestas de hojas B plegadas y a hélices que hidrolizan el anillo betalactamico

e inactivan al antibiotico (34, 35).
Clasificacion

Las Betalactamasas se clasifican segun estructura, funcién, sustrato al que se
unen, sustancias que las inhiben, parametros cinéticos y expresion si estan

codifadas en plasmidos o en el cromosoma (12).

En la actualidad se mantienen vigentes la clasificacibn segun la estructura
molecular y la secuencia aminoacidica de las enzimas de Ambler en 1980 y la
clasificacion funcional propuesta por Bush-Jacoby-Medeiros en 1995 y actualizada
en 2010 (36).

10
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> Clasificacion molecular de Ambler: Agrupa las betalactamasas en

cuatro clases o grupos (A, B, Cy D)

1. Serin-B-lactamasas: Las enzimas de los grupos A, C y D, que
contienen una serina en su centro activo e hidrolizan penicilinas,

oxacilina y cefalosporinas.

2. Metalo-B-lactamasas: Enzimas del grupo B que tienen como cofactor
un ion de Zinc, indispensable para actuar; estas tienen actividad sobre
las penicilinas, las cefalosporinas, los carbapenémicos, pero no actian

sobre los monobactamicos (12, 17).

> Clasificacion de Bush, Jacobhy y Medeiros: Esta clasificacion las
agrupa segun las similitudes de las funciones de las enzimas en cuatro grupos

diferentes (del 1- 4) y el grupo 2 queda dividido en 12 subgrupos (17).

1. Grupo 1: Incluye enzimas de la clase C de Ambler que hidrolizan
cefalosporinas y no son inhibidas por el acido clavulanico o

tazobactam.

2. Grupo 2: Incluye enzimas de las clases A y D de Ambler que se

inhiben por el acido clavulanico.

3. Grupo 3: Incluye enzimas de la clase B de Ambler. Son metalo-f3-
lactamasas que requieren para actuar de la unién de Zn*? a su centro
activo y que se inhiben por agentes quelantes como el EDTA, pero

gue no se inhiben por el acido clavulanico o por tazobactam.

4. Grupo 4: Incluido en la clasificacion inicial, no aparece en la
actualizacion del afio 2009. La mayoria de las enzimas incluidas
inicialmente en este grupo no estdn completamente caracterizadas y

pueden ser clasificadas en los grupos anteriores.

11
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Betalactamasas de Espectro Extendido
Concepto

Las BLEE son enzimas que hidrolizan y causan resistencia o sensibilidad
disminuida a penicilinas, cefalosporinas (cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima,
cefepima) y monobactamicos (aztreonam); mantienen la sensibilidad a
cefamicinas (cefoxitina) y carbapenémicos (imipenem, meropenem y ertapenem)

y se inhiben por el acido clavulanico (37).

Estas enzimas pertenecen a la clase molecular A de Ambler y se incluyen en el
grupo funcional 2be de Bush y Jacoby. Entre ellas se encuentran las de tipo TEM
y SHV, la familia CTX-M vy otras menos prevalentes como PER, VEB, BES, GES,
TLA y SFO. Algunas enzimas de la familia OXA (clase D de Ambler y grupo
funcional 2de) se consideran también BLEE y se describen con mayor frecuencia

en P. aeruginosa (37).
BLEE de mayor importancia clinica:

1. Enzimas tipo TEM: Se derivaron de las Betalactamasas TEM-1 y TEM-2.
La primera BLEE de esta familia es la TEM-3 y se reportd en cepas de
K. pneumoniae en Francia, 1984 (16). Hasta el momento se describen 182
variantes en la que se incluyen las enzimas TEM resistentes a los
inhibidores (IRT) y las TEM del Complejo Mutante que combinan los
perfiles de BLEE e IRT (17, 38).

2. Enzimas tipo SHV: La primera con fenotipo de BLEE fue la SHV-2 descrita
en cepas de K. ozaenae en Alemania, 1983 y se derivd de la
betalactamasa cromosomal SHV-1. Hasta el momento se describen 134
variantes de SHV y la mayoria de ellas son BLEE, algunas enzimas de
esta familia muestran resistencia variable a inhibidores de betalactamasas
de clase A (17, 38).

12



III, MARCO TEORICO

3. Enzimas tipo CTX-M: estas betalactamasas de manera genérica se
denominaron CTX-M y no guardan relacion alguna con las betalactamasas
descritas hasta 1989 cuando se detectan en cepas de enterobacterias
con elevada resistencia a cefotaxima y menor afectacion de la ceftazidima
(39). En un inicio estas enzimas se clasificaron en cinco grupos segun la
secuencia de amino&cidos y recientemente se adicionaron dos grupos
mas. Las enzimas CTX-M-14 y CTX-M-15 son de todas, las mas
importantes, pues se aislan alrededor del mundo entero en cualquier tipo

de muestra humana y ambiental (5, 17, 39).

Las enzimas SHV y TEM eran las familias mas frecuentes las cuales originaban
brotes hospitalarios epidémicos (40). Este panorama cambié desde 2000 por la
acelerada evolucién y dispersion de las enzimas CTX-M, las cuales no se
confinan al ambiente hospitalario sino que también se aislan de infecciones

adquiridas en la comunidad, en particular del tracto urinario (40).
Betalactamasas de tipo AmpC

Las AmpC son serin-betalactamasas pertenecientes al grupo 1 segun la
clasificacion de Bush-Jacoby y Medeiros. Estas enzimas son activas frente a las
penicilinas, las cefalosporinas (ceftazidima,cefotaxima) y pueden hidrolizar a las
cefamicinas (cefoxitina) y monobactamicos (aztreonam). Estas enzimas se
caracterizan por ser resistentes a las combinaciones de las penicilinas con

inhibidores de betalactamasas (7).

Ciertas enterobacterias poseen de manera natural betalactamasas tipo AmpC
cromosomica inducible, tal es el caso de Enterobacter spp., Providencia spp.,
Morganella morganii, Serratia marcescens, Citrobacter freundii y Hafnia alvei;
mientras que otras como E. coli y Shigella spp. también poseen betalactamasas

AmpC cromosOmicas pero constitutivas (33, 41).
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Clasificacion segun localizacion y expresion del gen AmpC (42).

1. AmpC cromosoOmicas inducibles: Se producen a bajos niveles de manera
natural y aumentan su sintesis en presencia de inductores (betalactamicos).
Pueden desreprimirse, perdiendo asi la caracteristica de induccion.

2. AmpC cromosOmicas no inducibles (constitutivas): Su expresién es a
niveles muy bajos sin mostrar resistencia. Cuando se encuentran
hiperproducidas pueden conferir resistencia a todos los betalactamicos a
excepcion de cefalosporinas de cuarta generacion y carbapenémicos.

3. AmpC plasmidicas inducibles y AmpC plasmidicas constitutivas: La
evidencia molecular sugiere que los genes que codifican a estas enzimas,
derivan de los genes AmpC cromosémicos que naturalmente poseen las
enterobacterias arriba mencionadas. Estos genes se integran en elementos
genéticos transferibles lo que facilita la diseminacion a diferentes
microorganismos. Los genes AmpC mediados por plasmidos se describen
en bacterias como Salmonella spp., K. pneumoniae y Proteus mirabilis que
naturalmente no poseen estos genes, hasta el momento se describen mas

de 20 familias de AmpC plasmidicas.

Carbapenemasas

El surgimiento de las BLEE y su répida diseminacion, provocd un aumento
considerable en el uso de los carbapenémicos que se convirtieron en el
tratamiento de eleccion de las infecciones ocasionadas por las mismas (32). Las
carbapenemasas surgen como consecuencia del esfuerzo de los
microorganismos por sobrevivir ante la nueva opcion terapéutica, las mismas
son capaces de hidrolizar a la mayoria de los betalactamicos, incluidos los

carbapenémicos (43).

La resistencia a las moléculas de carbapenémicos en enterobacterias esta
mediada por dos mecanismos principalmente: uno es, la asociacion de

hiperproduccion de BLEE y AmpC que tienen bajo nivel de actividad hidrolitica
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sobre los mismos con alteraciones o pérdidas de las porinas y el otro, la

produccion de carbapenemasas (22). El origen y la secuenciacion nucleotidica

de las carbapenemasas es muy versatil y actualmente se conocen mas de 30

familias agrupadas en las clases A, B y D de Ambler, pero nuevas familias se

describen continuamente (44).

Clasificacion

1.

3.

Serin-carbapenemasas: son betalactamasas plasmidicas del grupo A de
Ambler, que se inhiben por la accién del acido clavulanico e hidrolizan de
forma efectiva a los carbapenémicos, con mayor actividad frente imipenem
(45). Estas pueden ser cromosdomicas (NmcA, Sme, IMI-1, SFC-1) y
plasmidicas (KPC, IMI-2, GES), KPC es clinicamente la enzima mas

importante del grupo (14).

Metalobetalactamasas (MBL): pertenecen al grupo B de la clasificacion de
Ambler y son un desafio importante tanto en el tratamiento individual de
los pacientes como en la aplicacion de las politicas de control de la
infeccidn (37). Presentan actividad hidrolitica frente a los betalactamicos
excepto aztreonam, no se inactivan por ningdn inhibidor de
betalactamasas y se inhiben por agentes quelantes de cationes divalentes
como el EDTA, compuestos tidlicos como el acido 2-mercaptopropionico o
el acido dipicolinico (14). De este grupo las tipo IMP y VIM son las mas
frecuentes, aunque la New Delhi Metalobetalactamasas (NDM) por el perfil
de multirresistencia o panresistencia de los aislados que la producen
genero una alarma mediatica importante (44).

Oxacilinasas (OXA): se encuentra en el grupo D de la clasificacion de
Ambler. Entre ellas se destacan las variantes de los subgrupos OXA-23,
OXA-24, OXA-58, OXA-143 y OXA-48 descrita en enterobacterias en

paises del mediterraneo. Fenotipicamente son dificiles de identificar ya
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gue su perfil de actividad frente a los carbapenémicos es débil y casi nulo

frente a las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion (37).

I11.6.2 Resistencia a otras familias de antimicrobianos

a. Resistencia a quinolonas

Las quinolonas son un grupo de antimicrobianos sintéticos como el &acido
nalidixico y las quinolonas fluoradas (norfloxacino, ciprofloxacino, ofloxacino y
levofloxacino), cuyo espectro de actividad se centra en las bacterias

gramnegativas (37).

En las bacterias gramnegativas las quinolonas inhibien a las enzimas
Topoisomerasa Il (ADN girasa) y Topoisomerasa |V, responsables de la
replicacion del ADN bacteriano. Estas enzimas estan formadas por 2
subunidades A y B y se codifican en los genes gyrA y gyrB (ADN girasa) y par C
y E (Topoisomerasa V) (46).

Principales mecanismos de resistencia descritos (33):
1. Mutaciones en los genes de la ADN girasa y la Topoisomerasa IV.

2. Mutaciones que afectan las porinas o los lipopolisacéridos impidiendo la

penetracion del antimicrobiano al interior de la bacteria.

3. La presencia de bombas de expulsion que bombean al antimicrobiano al

exterior de la célula.

En 1998 se documenta, por primera vez, en EE.UU la resistencia plasmidica
mediada por el plasmido gnrA en cepas clinicas de K. pneumoniae (47).
Posteriormente, en la familia Enterobacteriaceae, se describen otros dos
plasmidos determinantes de resistencia a quinolonas el gnrB y el gnrS, los que
provocan un incremento de la concentracion inhibitoria minima (CIM) por la
inhibicion de la ADN girasa (48).
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Existen otros determinantes plasmidicos de resistencia a quinolonas como los
genes que median las bombas de expulsion activa (QepA y OgxAB) y la variante
de la aminoglucésido-acetiltransferasa (AAC(6’)-Ib-cr) capaz de acetilar a
ciprofloxacino, norfloxacino, amikacina, kanamicina y tobramicina. Aunque la
resistencia a quinolonas mediada por genes plasmidicos es de bajo nivel, se
observa, que tanto in vitro como in vivo facilitan la seleccion de mecanismos

adicionales de resistencia (46, 49).

En los dltimos afios se reporta un incremento de la resistencia a las quinolonas
en aislados productores de BLEE que portan los genes gnr (gqnrA, gnrB o, gnrS),
QepA o AAC(6’)-Ib-cr, y confieren resistencia de bajo grado a estos antibidticos.
Estos genes se localizan en pladsmidos y se describen en distintas especies de

enterobacterias (46).

b. Resistencia a los aminoglucésidos

Los antibidticos aminoglucésidos son un grupo de antibacterianos con
propiedades para el tratamiento de infecciones bacterianas, particularmente

aguellas producidas por bacilos gramnegativos aerdbicos (49).

Mecanismos de resistencia a los aminoglucdésidos (46, 49)

1. Alteracion del sitio diana: por mutacién de los genes ribosomales o de ARN
16S.

2. Reducida acumulacién intracelular de aminoglucosidos: fundamentalmente
por impermeabilidad de la membrana externa que determina niveles
intermedios de sensibilidad a esta familia de antimicrobianos. También se
describe la resistencia mediada por eflujo, sin embargo, la importancia clinica

de este tipo de mecanismo de resistencia, parece poco trascendente.

3. Inactivacibn de los compuestos por enzimas modificantes de
aminoglucésidos: es el mecanismo mas estudiado y frecuente, estas enzimas

se dividen en tres grupos: Aminoglucédsido-acetiltransferasa (AAC),
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Aminoglucésido-adeniltranferasas (AAD, actualmente se designan como
ANT) y enzimas nucleotidiltransferasas y Aminoglucésido-fosfotransferasas
(APH).

Del grupo de EMA, vale la pena resaltar a las AAC (6)-Ib y a las 16S rARN
metilasas, las cuales confieren resistencia a varios aminoglucésidos y se
reportan como mecanismos de resistencia asociados a las proteinas Qnr y la
bomba de salida QepA (50). Los genes responsables de la produccion de estas
metilasas por las bacterias se encuentran en pladsmidos que portan otros genes
de resistencia, lo cual lleva a patrones de multirresistencia en bacterias

gramnegativas (50).
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IV.1 Disefio metodoldgico

Durante los meses de enero a septiembre del 2016 se desarroll6 un estudio
retrospectivo de tipo descriptivo en el cual se incluy6é un total de 147 aislados de
K. pneumoniae (134 productoras de BLEE, tres de KPC y 30 sospechosas de
producir betalactamasa de tipo AmpC), correspondientes a la coleccion de
Klebsiella spp. del LN-IAAS recibidas entre Junio 2011 y Julio 2012, procedentes

de 17 hospitales de 8 provincias del pais.

Para ello se revisé la base de datos creada al efecto de la vigilancia nacional del
género Klebsiella en este laboratorio y se extrajo la siguiente informacion: tipo de
muestra, tipo de servicio y susceptibilidad a los antimicrobianos de los
aislamientos de K. pneumoniae productores de BLEE y KPC. También se recogio
el comportamiento de la susceptibilidad al cefoxitin en los asilamientos de
K. pneumoniae y se le realizé la prueba de AmpC a aquellos que sospechosos de

producir esta enzima.

IV.2 Operacionalizacion de las variables

1. Servicio médico: Cualitativa nominal

Definicién: Servicio que se ofrece para la prevencion, el mantenimiento, o la

recuperacion de la salud.

Escala de clasificacion: Unidad Cuidados Intensivos, Medicina, Cirugia,

Neonatologia, Ginecologia, Nefrologia, Hematologia, Hemodialisis, Neurocirugia,

Oncologia, Consulta externa y otros.

Medida de resumen: Frecuencia relativa
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2. Tipo de muestra: Cualitativa nominal.

Definicién: Porciébn o volumen de cualquier material, incluyendo, entre otros,
excreciones, secreciones, sangre y sus componentes, liquidos corporales, tejidos
y fluidos tisulares que obtenemos del paciente o portador. Producto patolégico.
Este término también se conoce como muestra clinica. El tipo de muestra esta en

dependencia del lugar anatémico donde se recolecta.

Escala de clasificacién: Hemocultivo, catéter, liquido cefalorraquideo, exudado

Otico, secreciones de piel, urocultivo, secreciébn de herida, esputo, secrecion

bronquial y otras.

Medida de resumen: Frecuencia relativa.

3. Categorias clinicas de pruebas de susceptibilidad: Cualitativa nominal

Definicion: Traduccion de la respuesta in vitro de un microorganismo a uno o

varios antimicrobianos, como factor predictivo de eficacia clinica (17).

Escala de clasificacion:

> Sensible: Cuando un aislamiento bacteriano es inhibido in vitro por una
concentracion de un antimicrobiano que se asocia a una alta probabilidad con el

éxito terapéutico.

> Intermedio: Cuando un aislamiento bacteriano es inhibido in vitro por una

concentracion de un antimicrobiano que se asocia a un efecto terapéutico incierto.

> Resistente: Cuando un aislamiento bacteriano es inhibido in vitro por una
concentracion de un antimicrobiano que se asocia a una alta probabilidad de

fracaso terapéutico.

Medida de resumen: Frecuencia relativa.
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4. Produccion de BLEE: Cualitativa nominal.

Definicion: Enzimas que hidrolizan penicilinas, oximino-cefalosporinas (cefotaxima,
ceftriaxona, ceftazidima) y monobactamicos (aztreonam), pero no las cefamicinas
(cefoxitina) ni los carbapenémicos (imipenem, meropenem y ertapenem), y son

inhibidas por el acido clavulanico (37).

Medida de resumen: Frecuencia relativa.

5. Produccion de AmpC: Cualitativa nominal.

Definicion: Betalactamasas de la clase C de la clasificacion estructural de Ambler
gue se caracterizan por ser activas frente penicilinas y cefalosporinas, pudiendo
hidrolizar ~ cefamicinas  (cefoxitihna y  cefotetan),  oximinocefaloporinas
(ceftazidima,cefotaxima y ceftriaxona) y monobactams (aztreonam) con la
excepcion de cefalosporinas de cuarta generacion (cefepima, cefpiroma) y
carbapenémicos. Estas enzimas ademas son resistentes a la combinacion de
betalactamico con inhibidores de betalactamasas, con la posible excepcion de
piperacilina-tazobactam (7).

6. Produccién de KPC: Cualitativa nominal.

Definicién: Betalactamasa plasmidica del grupo A de Ambler, son practicamente
inhibida por la accion del acido clavulanico, e hidrolizan de forma efectiva a los
carbapenémicos aunque su actividad frente a meropenem es menor que frente al

imipenem (17).

IV.3 Procedimiento de laboratorio:

Para investigar la produccion de AmpC se procesaron 30 aislados de
K. pneumoniae que por su expresion fenotipica resultaron presuntivamente
sospechosos (resistentes a cefalosporinas incluyendo las de tercera generacion, al

monobactamico aztreonam y al cefoxitin) (7). Los mismos se extrajeron de la
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coleccion del LN-IAAS/IPK, se transfirieron a placas de agar Mc Conkey (Biolife,
Italia) y se incubaron a 37°C en aerobiosis durante 18 a 24 horas. Una vez que se
corroboré la viabilidad y pureza del cultivo, se procedié a realizar las pruebas para
deteccidn fenotipica en 24 de los 30 iniciales pues cinco de los mismos no fueron

viables.

IV.4 Deteccién de betalactamasas de tipo AmpC

Preparacién del inéculo

A partir de un cultivo puro de 18 a 24h de crecimiento en agar Mc Conkey, se
prepard un indculo de 3 mL en solucién salina estéril (Quimefa, Cuba), se ajusto la
suspension bacteriana hasta que alcanz6 una densidad Optica correspondiente a
la escala de 0,5 de la escala de Mac Farland (10%- 10° UFC). (Densimat,

bioMérieux, Francia)

Antes de transcurrir 15 minutos del ajuste del indculo, se introdujo un hisopo estéril
dentro de la suspension bacteriana y se rot6 varias veces por las paredes del tubo
por encima del nivel del liquido con el fin de eliminar el exceso de in6culo y se
inoculd la superficie del medio de agar Mueller- Hinton (Oxoid Ltd.) en tres
direcciones, rotando la placa en un angulo de 60° cada vez sin dejar zona libre,
con el propésito de obtener un cultivo homogéneo. Luego de cinco minutos se
depositaron los discos con la ayuda de una pinza estéril, presionandolos
ligeramente sobre la superficie del agar (méximo seis discos por placa). Las
placas se incubaron a 37°C en aerobiosis durante 18-24 horas, colocaron en

grupos de cuatro y de forma invertida (51).

La confirmacion del fenotipo productor se llevé a cabo por el ESBL + AmpC
Screen Kit de la casa comercial Rosco Diagnostica, para lo cual se siguieron las

instrucciones del fabricante (52).
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Interpretacion:

> Cepa productora de betalactamasa de tipo AmpC: Cuando el halo de
inhibicion sea = 5 mm en el diametro para cefotaxima/cloxacilina contra su zona de

inhibicion para cefotaxima (sin el inhibidor).

> Cepa no productora de betalactamasa de tipo AmpC: donde la diferencia de

los halos de inhibicién no sea = 5 mm.
Cepa control: E. coli ATCC 25 922 (Cepa control negativo)

IV.5 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se procesaron mediante los programas Microsoft Office
Excel 2010 y se expresaron en tablas y graficos para su mejor interpretacion. Se
utilizaron medidas de estadistica descriptiva como la frecuencia y el porcentaje

para el analisis y la presentacién de los resultados.

IV.6 Aspectos éticos

La investigacion se evalu6 por la Comision Cientifica Especializada de
Microbiologia y de la Comision de Etica de la Investigacion Institucional del IPK
con el folio 01-17 y se realiz6 en el LN-IAAS del IPK. Los datos referentes a todas
las cepas objeto de estudio se analizaron a partir de la base de datos existente en

este laboratorio, para ello se conté siempre con la autorizacion de su jefa.

El LN-IAAS es idoneo para la realizacion de la investigacion ya que esta
climatizado, con agua corriente, adecuada iluminacién y cuenta con los recursos

materiales indispensables para efectuar el estudio.

El manejo de los aislamientos se llevé a cabo por el Médico Especialista de primer
Grado en Microbiologia a cargo de la investigacion y se superviso por el tutor de la

tesis, que es médico especialista en microbiologia con mas de 15 afios
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de experiencia y Doctor en Ciencias.

Para el trabajo en el laboratorio se tuvieron en cuenta las practicas,
procedimientos y los equipos de seguridad que corresponden al nivel de
seguridad biologica 1, segun establece la Resolucion No. 103 del Ministerio de
Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente (CITMA), de fecha 8 de octubre de 2002
(53).

K. pneumoniae entre los agentes biolégicos que afectan al hombre que
pertenece al grupo de riesgo Il, segun establece la Resolucion No. 38 del mismo
organismo, del 24 de marzo de 2006, por lo que representa riesgo individual
moderado y comunitario limitado (54).

IV.7 Factibilidad

Todos los recursos requeridos para la realizacion de este trabajo estan disponibles

en el LN-IAAS/IPK del Departamento de Bacteriologia-Micologia.

IV.8 Recursos humanos y materiales

Humanos:
» Médicos especialistas en Microbiologia
» Teécnicos en Microbiologia
» Bioestadistico
Materiales:
» Placas Petry, tubos de ensayo y otra cristaleria
» Medio de cultivo

> Incubadora
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Asas y agujas

Gabinete de seguridad bioldgica
Freezer a -70°C

Laminas portaobjetos
Microscopio

Reactivos bioquimicos

Aplicadores

Discos de antibiograma y tiras de E-test

Regla
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La rapida diseminacion de los mecanismos emergentes de resistencia es una
amenaza grave para la salud publica mundial. La eleccion de un tratamiento
empirico adecuado exige el conocimiento de las variables microbioldgicas de cada
region; por lo que es indispensable mantener una vigilancia estricta de las

bacterias multirresistentes (55).

K. pneumoniae forma parte del grupo ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y
Enterobacter), que mundialmente se reconoce por su multidrogorresistencia (56).
Por tal motivo el monitoreo continuo de la susceptibilidad antimicrobiana de este
patdégeno y la identificacion de los mecanismos de resistencia, principalmente las

betalactamasas, es una herramienta eficaz en la lucha para su contencion.

Durante el periodo de estudio, del total de aislados de K. pneumoniae (n=30)
sospechosos de producir AmpC, solo fueron viables 24 y de ellos 15 (62%)
resultaron positivos. En nueve de los aislados productores de AmpC se encontré
asociacion de este mecanismo con BLEE, en dos con KPC y en ninguno
coexistieron los tres mecanismos. La figura 1 muestra la distribucion de los

aislados de K. pneumoniae segun la produccion del tipo de betalactamasas.

BBLEE
BAmMpC
mKPC
EBLEE+AmpC
EKPC+AmpC

123

Figura 1. Distribucion de los aislados de K. pneumoniae segun tipo de
betalactamasas. IPK, 2016
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A pesar de que existen varias técnicas para la deteccion de AmpC, el CLSI no
cuenta con criterios estandarizados para la identificacion fenotipica de estas
enzimas Yy la prevalencia real se desconoce (51, 57). Este es el primer estudio
sobre la deteccién fenotipica de este mecanismo que se realiza en aislados de K.
pneumoniae varios hospitales de cubanos. Los resultados del presente estudio
mostraron porcientos de AmpC superiores a los que se reportan en Turquia
(19%), en Irdn (28%) y en la India (22-27.5%) (58-60).

Las betalactamasas de tipo AmpC y las BLEE pueden coexistir pero la
identificacidon se dificulta porque una enmascara a la otra ya que ambas causan el
incremento de la CIM a las cefalosporinas y no siempre se afecta el cefoxitin (58).
Aungue la notificacion de las AmpC plasmidicas es global estas enzimas son
menos frecuentes que las BLEE (61). Sin embargo, el impacto terapéutico de las
primeras es mayor porque estas confieren resistencia a casi la totalidad de los

betalactamicos y quedan solamente disponibles los carbapenémicos (41).

El nimero de aislados donde se encontrd la combinacion de AmpC y BLEE en
esta investigacion es similar al que reportan Meyer y Ulrich en Brasil (2011) y
Jikun y colaboradores en China (2014) (62, 63). Sin embargo Manoharan y
colaboradores en la India notifican la coproduccion de BLEE y AmpC en 92% de

los aislados estudiados (64).

La asociacién de betalactamasas (BLEE y/o AmpC cefalosporinasas) con baja
actividad sobre los carbapenémicos y pérdida de la permeabilidad de las
membranas puede reducir la susceptibilidad a los mismos. Sin embargo, es la
produccion de carbapenemasas con o sin pérdida de la permeabilidad el principal

mecanismo de resistencia estos en K. pneumoniae (22).

Las infecciones por microorganismos en los que se determine que el mecanismo
responsable de resistencia a los carbapenémicos sea la combinacion de
betalactamasas con pérdida de la permeabilidad de las membranas, se pueden

tratar con los mismos segun su patrén de susceptibilidad. En contraste, en los que
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el mecanismo identificado sea la produccion de carbapenemasas la utilidad
terapéutica de los carbapenémicos se pierde, de ahi la importancia de dilucidar

entre un mecanismo y otro (65).

En el presente estudio se encontr6 la combinacion de KPC y AmpC en dos
aislados. Este es un hallazgo de importancia extrema ya que las primeras
inactivan a los carbapenémicos los cuales son el tratamiento de eleccion en las
infecciones por enterobacterias multirresistentes (productoras de BLEE y AmpC)
(24). Por tanto, la asociacién de carbapenemasas con cualquier otro tipo de
betalactamasas reduce sustancialmente las opciones de tratamiento, lo que se
traduce en un incremento de la mortalidad, de la estadia y los costos
hospitalarios.

Las KPC son betalactamasas de la clase A de Ambler con un amplio espectro de
inactivacién antimicrobiana (22). Cheng y colaboradores en China (2016), en un
estudio de prevalencia de mecanismos de resistencia en aislados de
K. pneumoniae productora de KPC, demuestran que la combinacion mas
frecuente es de KPC y BLEE; sin embargo, reportan la produccion de AmpC

plasmidica en dos aislados productores de KPC (66).

La figura 2 muestra la distribucion de betalactamasas segun el tipo de muestras y
el servicio. En esta se aprecia las infecciones del torrente sanguineo, del tracto
respiratorio, del tracto urinario y de la herida quirtrgica como las mas frecuentes,

lo cual evidencia la invasividad de K. pneumoniae productora de betalactamasas.
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Figura 2. Distribucion de betalactamasas segun muestras y servicios. IPK,
2016

La produccion de betalactamasas es el mecanismo mas frecuente de resistencia
en la familia Enterobacteriaceae y K. pneumoniae esta entre las tres primeras
causas de IAAS por gramnegativos, especialmente, septicemia, neumonia,
infeccion del sitio quirdrgico e infeccidn urinaria (22, 24).

En Singapur, Yen y colaboradores (2009) plantean que las muestras de sangre y
orina aportan el mayor niumero de K. pneumoniae productora de AmpC (67).
También Karadiya y colaboradores en la India en un estudio de prevalencia de
betalactamasas en K. pneumoniae reportan que las muestras mas frecuentes de
donde obtienen las betalactamasas de tipo AmpC son la secrecidon

endotraqueal (4), la orina (2) y la sangre (2), (57).
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El hecho de que el mayor numero de aislados productores de AmpC tanto
individual como en combinaciéon con BLEE o KPC se recuperé de infecciones
invasivas, es alarmante si se tiene en cuenta la actividad hidrolitica de estas
enzimas. Pues se trata de pacientes inmunolégicamente comprometidos para los
cuales las opciones terapéuticas se reduciran considerablemente, lo que a su vez
incrementara las tasas de morbilidad y mortalidad como consecuencia de

infecciones por K. pneumoniae productora de betalactamasas.

Desde 1990 la expresion de BLEE en la familia Enterobacteriaceae se convirtié en
una epidemia en los hospitales de Latinoamérica, donde en Klebsiella spp. la
prevalencia de este mecanismo en aislados de sangre es 43% Yy en orina 45%
(25). En Cuba, los resultados de la vigilancia nacional notifican que la secrecion
de herida quirargica, la sangre, las secreciones respiratorias y la orina son las

principales fuentes de K. pneumoniae productoras de BLEE (68).

En cuanto al tipo de servicio en la figura 2 se observa que los servicios de
atencién al grave (UCI y neonatologia) fueron los mas afectados por aislados

productores de estos mecanismos de resistencia.

Klebsiella spp. es un patégeno oportunista que puede permanecer en las
superficies inanimadas hospitalarias y las manos del personal de salud por largos
periodos de tiempo y son estas ultimas el vehiculo fundamental de transmision y
de la ocurrencia frecuente de brotes (17, 69, 70). Esto justifica que el ambiente

hospitalario sea la fuente principal de betalactamasas en esta investigacion.

En el presente estudio la UCI fue el servicio que mas se afectd por la produccion
de betalactamasas. Lo que se puede explicar porque es precisamente este
servicio donde la suma del uso de antibidtico y del nimero de pacientes inmu-
nodeprimidos, crea un medio susceptible para la propagacion de patdégenos
oportunistas y el desarrollo por estos, de mecanismos de resistencia (55). Ademas
los pacientes con un mayor riesgo de desarrollar una infeccion o colonizacién por

K. pneumoniae productoras de betalactamasas son aquellos con estancia
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prolongada en una UCI, los transplantados, uso de ventilacion mecéanica, de

catéteres endovenosos y uso previo de antibioticos de amplio espectro (71).

El 60 % de los recién nacidos internados en neonatologia reciben terapia
antimicrobiana (23). Por tanto el hecho de que el servicio de neonatologia fuera
uno de los mas afectados por las betalactamasas representa una exigencia de
respuesta inmediata por el personal de salud para lograr asistir el problema

creciente de la resistencia a los antimicrobianos hasta lograr su contencion.

Quifiones y colaboradores en el primer estudio como parte de la vigilancia
nacional de Klebsiella spp. en el periodo 2010-2011, reportan que la UCI (24.4%),
cirugia (9%) y neonatologia (6%) fueron los servicios mas afectados por
K. pneumoniae productora de BLEE (68). La presente investigacion ratifica esta

situacion epidemioldgica.

Las bacterias productoras de carbapenemasas KPC tiene la capacidad de causar
brotes con altas tasas de falla terapéutica y una mortalidad de hasta 50%,
principalmente en pacientes inmunocomprometidos y hospitalizados por largos
periodos en UCI (43). Lo que reafirma la necesidad de aunar esfuerzos para evitar

el incremento de este mecanismo en nuestro medio.

A nivel mundial el mayor nimero de brotes por KPC ocurre en las UCI, como lo
notifican el primer reporte de caso de KPC en Peru (72), Bustos y colaboradores,

en Colombia (71) y Cheng y colaboradores, en China (66).

Afortunadamente, ninguno de los aislados productores de KPC pertenecié al
servicio de neonatologia. No obstante, hay paises como Venezuela, en los que se
reporta hasta 64% de aislados positivos en este servicio (26). Por tanto es
importante mantener la vigilancia de este mecanismo, por su capacidad de

diseminacién y la elevada mortalidad asociada (43).

Durante el periodo de estudio ninguno de los aislados de K. pneumoniae
productores de AmpC y KPC fue de origen comunitario. Sin embargo en 15 (12%)

de los aislados productores de BLEE no se constatdé sintomas en las 48 horas
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previas al ingreso y no existio contacto con los hospitales en los ultimos seis

meses, por tanto fueron considerados de origen comunitario.

El porcentaje de BLEE que se obtuvo en pacientes ambulatorios, no es nada
despreciable, si se tiene en cuenta que hasta hace unos afios este mecanismo se
consideraba como un problema netamente hospitalario (73). En la actualidad, la
epidemiologia de las BLEE se caracteriza por un aumento importante de su
prevalencia en la comunidad, especialmente, por enzimas de la familia CTX-M.
Este clon se asocia frecuentemente con infecciones del tracto urinario y pueden
originar desde infecciones no complicadas hasta bacteriemia de origen urinario
(30).

La transmisién plasmidica de este mecanismo y la capacidad de K. pneumoniae
de sobrevivir por largos periodos de tiempo en superficies inanimadas y en las
manos del personal de salud, facilita no solo que se propague entre una bacteria y
otra sino también entre varios sitios de un mismo hospital e incluso entre ciudades

y paises (69).

Estos aislados productores de BLEE fueron mayoritariamente de muestras de
orina y respiratoria. Cada vez son mas frecuentes las infecciones urinarias y
neumonias en la comunidad por microorganismos productores de BLEE, lo que
probablemente se deba a que los mismos peden colonizar la microbiota normal del
tracto gastrointestinal y la nasofaringe del hombre (73).

En Cuba, Quifiones y colaboradores en 2013 reportan que 26% de los aislados de
K. pneumoniae productor de BLEE son de origen comunitario (68). Boix y
colaboradores en Espafia en un estudio de infecciones del tracto urinario por
K. pneumoniae en la comunidad, notifican un incremento de las BLEE del 2.4% al
10.3% en un periodo de cuatro afios (74). Tejeda y colaboradores en un estudio
de infecciones por enterobacterias productoras de BLEE de aislados comunitarios,

en Perd, reportan a K. pneumoniae como la mas frecuente ( 28.7%) (75).
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La deteccion de BLEE en aislados comunitarios ratifica la necesidad de intensificar
medidas que garanticen su contencion tanto en la comunidad como en el hospital,
ya que la presencia de las mismas induce al uso de antibiéticos mas costosos y

muchas veces mas toxicos.

El conocimiento y la sistematizacion de los aspectos clinicos, epidemiolégicos y
microbiolégicos de las infecciones favoreceran la elaboracion de protocolos
terapéuticos que sustenten las bases fundamentales del uso racional de
antibioticos. Por lo cual las investigaciones que aporten datos sobre el
comportamiento de la susceptibilidad antimicrobiana y los principales mecanismos
de resistencia que circulan en un pais son una herramienta de gran valor para la

contencion de la resistencia a los antimicrobianos.

El problema de la multirresistencia entre los bacilos gramnegativos es
especialmente preocupante ya que son resistentes a casi la totalidad de los

antibidticos, lo cual limita las opciones terapéuticas de estas infecciones (30).

En la figura 3 se reflejan los porcientos de susceptibilidad de K. pneumoniae
productor de BLEE, AmpC y KPC a los diferentes antimicrobianos. Como se
puede apreciar, los carbapenémicos y la colistina son los antimicrobianos con
mayor actividad sobre las cepas productoras de BLEE y AmpC con mas de un
70% de sensibilidad. En cambio, para los tres aislados productores de KPC solo

fue efectiva la colistina.

33



V. RESULTADOS Y DISCUSION

100 -~

90 -
80 - B
2 70 - —
a
=
[=4]
[=
(-9
Lid
(W]
[73]
2 W BLEE
a B AmpC
®
KPC

ANTIBIOTICOS

Figura 3. Susceptibilidad antimicrobiana en los aislados de K. pneumoniae
productores de BLEE, AmpC y KPC. IPK, 2016

La baja sensibilidad encontrada para las cefalosporinas y el aztreonam entre los
asilados productores de BLEE, AmpC y KPC, se corresponde con la actividad
hidrolitica de estas enzimas y demuestra la ineficacia de estas drogas en el
tratamiento de infecciones por microorganismos productores de estos tipos

betalactamasas.

Entre las familias que muestran el fenotipo BLEE, CTX-M es la enzima mas comudn
(55). Las mismas se suelen inhibir mas facilmente con tazobactam que con acido
clavulanico y es por esto que en este grupo las tasas de susceptibilidad a
piperazilina/tazobactam suelen ser menores (68). El hecho de que méas del 80%
de los aislados productores de BLEE en presente investigacién sean sensible a
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este antibidtico se pudiera deber a que el tipo CTX-M sea circula en nuestro pais
(68).

A pesar de la buena actividad in vitro que se encontré a la piperazilina/tazobactam,
la experiencia clinica con las combinaciones de antibiético betalactamico/inhibidor
de betalactamasas en el tratamiento de las infecciones graves por
microorganismos productores de BLEE es limitada y los resultados son diversos.
Ademas, algunos estudios en animales demuestran que la eficacia clinica en el
tratamiento de estas infecciones es menor que la de los carbapenémicos, por lo
cual solo se recomiendan en el tratamiento de las infecciones no complicadas del

tracto urinario (76).

Es importante destacar que se encontrd bajos porcientos de sensibilidad para las
ciprofloxacina, gentamicina, amikacina y trimetoprim/sulfametoxazol orientan a no
usarlos de forma empirica en el tratamiento de las infecciones graves por
K. pneumoniae productora de BLEE. Ademas, estos resultados se pueden deber
a que las mismas son enzimas de transmision plasmidica en cuyos plasmidos se
transportan genes de resistencia a otras familias de antibiéticos como quinolonas,

aminoglucdésidos y trimetoprim/sulfametoxazol (30).

En K. pneumoniae la resistencia a quinolonas se asocia al uso previo de las
mismas. Ademas, cada vez es mas frecuente la corresistencia entre
fluoroquinolonas y trimetoprin/sulfametoxazol probablemente por la diseminacion
de integrones que albergan genes de resistencia a estos dos grupos de
antibioticos (19). En la literatura internacional varios autores de Cuba, Pera y la
India notifican una sensibilidad menor de 50% a estas familias de antibidticos en

los aislados de K. pneumoniae productores de BLEE (41, 68, 75).

La mejor actividad antimicrobiana in vitro se encontré para los carbapenémicos y
la colistina con mas de 90% de sensibilidad lo cual ratifica su eficacia en el

tratamiento de las infecciones graves por K. pneumoniae productora de BLEE.
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Desde la aparicibn de estas enzimas en la década de los ochenta, los
carbapenémicos se convierten en el tratamiento de eleccion de las infecciones por
los microorganismos que las producen. Sin embargo con la emergencia de las
carbapenemasas se compromete cada vez mas la efectividad terapéutica de esta

familia de antimicrobianos (55).

En este estudio e encontr6 que la sensibilidad a los carbapenémicos en los
aislados productores de BLEE fue de (90%) estos porcientos son inferiores a los
que reporta el primer estudio de vigilancia nacional en hospitales cubanos, que
informa un solo aislado resistente en el que no se constata la produccion de KPC
(68). En el presente estudio en ninguno de los aislados productores de BLEE
coexistié la produccién de KPC, sin embargo otros mecanismos no se investigaron
los cuales pudieran ser responsables de que el 10% de los aislados fueran

resistentes a los carbapenémicos.

En cuanto a la colistina, recientemente, la OMS lanz6 una alerta por la emergencia
de resistencia transferible a este antibidtico por el gen mcr-1, lo cual es
preocupante, ya que en la practica clinica se considera uno de los dltimos (y a
veces unicos) agentes efectivos para el tratamiento de bacterias multirresistentes,
como las productores de carbapenemasas (77). A pesar de que 93% de los
aislados productores de BLEE resulté sensible a colistina el hallazgo de cepas
resistentes resalta la necesidad de iniciar la vigilancia de este mecanismo en
Cuba.

En relacion a los aislados productores de AmpC la sensibilidad para quinolonas,
aminoglucoésidos y trimetoprim/sulfametoxazol fue inferior al 30%. Existen varios
estudios que reportan poca eficacia in vitro de estas familias de antimicrobianos en
aislados productores de AmpC: Garout y colaboradores, en Algeria notifican que
solo 29% de los aislados fue sensible a la gentamicina y 43% al
trimetoprim/sulfametoxazol Jikun y colaboradores en China obtienen 64% de

sensibilidad para la amikacina y 21% para las fluoroquinolonas. Azimi y
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colaboradores en Theran informan 21% y 9% de sensibilidad para amikacina y

trimetoprim/sulfametoxazol, respectivamente (63, 78, 79).

La coexistencia en un mismo aislado de betalactamasas y de enzimas
responsables de la resistencia a los aminoglucosidos (acetil-transferasas AAC
(6")-lb y las 16 S rARN metilasas) y que también pueden generar resistencia a las
fluoroquinolonas, es frecuente (80). Por tanto, la baja susceptibilidad que se
encontré entre los aislados productores de AmpC tanto a las quinolonas como a
los aminoglucésidos esta combinacion pudiera ser responsable de la resistencia a
los mismos.

En este estudio mas de 70% de los aislados productores de AmpC fue sensible a
los carbapenémicos lo cual los reafirma como drogas eficaces para el tratamiento
de este tipo de infecciones. No obstante, es importante resaltar que aunque las
AmpC tienen baja actividad hidrolitica sobre los carbapenémicos una de las
principales causas de resistencia a los mismos es la hiperproduccion de esta
enzima en combinacién con pérdida de la permeabilidad de las membranas (22).
Lo anterior pudiera explicar la resistencia que se encontré en 23% de los aislados,
lo que representa una alerta ante la posibilidad de fracasos terapéuticos en el
curso del tratamiento de estas infecciones.

Afortunadamente, la colistina fue activa en 100% de los aislados productores de
AmpC. Sin embargo, es importante reservar su uso para aquellas infecciones
graves por enterobacterias multirresistentes, en la que la eficacia de los
carbapenémicos no esté demostrada (55).

En los tres aislados productores de KPC objetos de estudio se identificé en dos de
los cuales la coexistencia de AmpC lo cual podria ser la causa de la resistencia al
cefoxitin encontrada en los mismos (57).

En relacion a los antibioticos no betalactdmicos solamente un aislado fue sensible
a ciprofloxacina el cual resulté resistente a la colistina, mientras que los otros dos

fueron sensibles a esta Ultima.
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El aislamiento de bacterias productoras de KPC se considera un importante
problema de salud publica por la capacidad de diseminacion y elevada mortalidad
asociada que presentan (35). En los aislados estudiados, la resistencia no se
limitd a carbapenémicos y otros betalactamicos, sino también a otras familias de
antibioticos como quinolonas y aminoglucoésidos, situacion que se puede deber a
gue estas cepas portan con frecuencia, multiples genes de resistencia plasmidicos
de manera simultanea (43).

De manera general se puede plantear que K. pneumoniae productora de
betalactamasas es un importante patdogeno en algunos hospitales del pais,
especialmente en UCI y neonatologia, que afecta ademas a la comunidad. Los
bajos porcientos de sensibilidad antimicrobiana, asi como la invasividad de las
infecciones son factores a tener en cuenta en la repercusion clinica de este
patdgeno cuyas tasas de infeccidn se pueden incrementar con el tiempo asociado
a mayores fallos terapéuticos.

Es importante destacar que en nuestro pais la colistina es la Unica alternativa
terapéutica disponible para el tratamiento de las enterobacterias productoras de
carbapenemasas, ya que en Cuba otras drogas como la tigeciclina y las
combinaciones de ceftazidima-avibactam y ceftolozano-tazobactam no estan
disponibles (81).
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Se evidencia la circulacion en Cuba de aislados de K. pneumoniae
productores de betalacatamasas de tipo AmpC y la coexistencia con BLEE
y KPC lo cual aumenta su impacto terapéutico al disminuir las alternativas
de tratamiento.

K. pneumoniae productora de betalacatamasas fue causa frecuente de
infecciones del torrente sanguineo e infecciones respiratorias lo que
demuestra su invasividad.

La UCI y neonatologia se ratifican como reservorios importantes de
K. pneumoniae productora de betalacatamasas, la cual ha logrado
expandirse al ambiente extrahospitalario. Esto resalta la importancia de una
vigilancia microbiolégica ambiental en la Atencion Primaria de Salud.

Se demostrd una baja susceptibilidad antimicrobiana entre los aislados
productores de BLEE y AmpC a excepcion de los carbapenémicos, lo que
evidencia la eficacia de los mismos en el tratamiento de las infecciones
relacionadas con estos mecanismos.

En los aislados productores de KPC la colistina es el antimicrobiano con
mejor susceptibilidad in vitro, lo que la ratifica con la droga de eleccién en el

tratamiento de los mismos.
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VII. RECOMENDACIONES

» Continuar el monitoreo de la susceptibilidad antimicrobiana en aislados de
K. pneumoniae productora de betalactamasas para consolidar el
conocimiento cientifico sobre posibles alternativas terapéuticas en las
infecciones por este patogeno.

» Realizar la caracterizacion molecular para conocer los tipos genéticos de
AmpC circulantes en Cuba en aislados de K. pneumoniae.

» Realizar estudio molecular a los aislados resistentes a colistina para
descartar la posible circulacion del gen mcr-1 relacionado con la resistencia

trasferible a esta droga.
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IX.ANEXOS

Anexo |. Modelo de Recoleccién de datos
NUmero de entrada: Fecha:

No. HC: Edad:

Nombre y Apellidos:

Tipo de Hospital:

Servicio de ingreso:

Dias de estadia hospitalaria:

Ingreso hospitalario previo (especificar tiempo) :

Tipo de muestra:

Diagnéstico clinico del paciente:

Resultados microbiologicos:
Identificacion de especie:

Susceptibilidad antimicrobiana:

Otros datos de interés:




