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RESUMEN

Objetivos: Determinar los niveles de resistencias a antimicrobianos y su relacion de clonal en cepas de Klebsiella pneumoniae
que presentan fenotipo multiresistente circulantes en el Instituto Materno- Perinatal de Lima, Perd. Materiales y métodos:
el presente estudio es transversal que comprende a las cepas de K. pneumoniae aisladas durante el periodo 2015-2018.
Se analizd los niveles de sensibilidad a los antimicrobianos mediante la técnica de difusion en Disco. Se establecid la
relacion clonal por la técnica de Gel de Elecroforesis de Campo Pulsado (PFGE de sus siglas en ingles). Resultados:
Se analizaron un total de 36 aislados de K. pneumoniae de diferentes origenes clinicos: un 23(64%) hemocultivos, 9
(25%) de secreciones y 4 (11%) de coprocultivos. Se encontraron niveles elevados de resistencia a los antimicrobianos
en cotrimoxazole (97%), cefalosporinas (entre 67%-89%) y gentamicina (67%). Destacar que la sensibilidad disminuida a
quinolonas (36-47%), y Piperacillin-tazobactam, nitrofurantoina y cloranfenicol (25%), mientras que Amikacina presento solo
un 14% de resistencia. Un 78% de las cepas fueron cepas productoras de beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE).
ElI PFGE mostré 16 pulsotipos diferentes, mostrando cepas relacionadas en el mismo espacio y tiempo. Conclusiones: Los
niveles de resistencia encontrados fueron elevados, y destacar el nimero de cepas relacionadas clonalmente, evidenciando
una diseminacién de K.pneumoniae entre diferentes pacientes.
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ABSTRACT

Objectives: To determine the antibiotic susceptibility and clonality relationship in Klebsiella pneumoniae strains that present
multiresistance circulating in the Maternal-Perinatal Institute of Lima, Peru. Materials and methods: the present study is
transversal and included K.pneumoniae strains isolated during the period 2015-2018. Antimicrobial susceptibility levels were
analyzed using the diffusion technique.. The clonal relationship was established by the technique of Pulsed Field Electropho-
resis Gel (PFGE). Results: A total of 36 K. pneumoniae isolates from different clinical origins were analyzed, 23 (64%) blood
cultures, 9 (25%) secretions and 4 (11%) stool samples. High levels of antimicrobial resistance were found in cotrimoxa-
zole (97%), cephalosporin (67%-89%) and gentamicin (67%). It should be noted that decreased susceptibility is important
in quinolones (36-47%), and moderate to Piperacillin-tazobactam, also in nitrofurantoin and chloramphenicol (25%), while
Amikacin presented only 14% resistance. A 78% of the strains were extended spectrum beta-lactamase (ESBL) producing
strains. PFGE showed 16 different pulses, showing related strains in the same space and time. Conclusions: The levels of
resistance found were high, and the number of related strains was also important, showing a dissemination of K.pneumoniae
between different patients.

Keywords: Antibiotic resistance, clonality, Klebsiella pneumoniae (Source: MeSH NLM).

La resistencia a antimicrobianos es considerada un
problema de salud global prioritario. Esto es especialmente
relevante en los hospitales y, especialmente, en las
Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), donde debido
al estado vulnerable de los pacientes, las adquisiciones
de una infecciéon asociada a atenciones hospitalarias
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(HAI) son frecuentes y cada dia mas dificiles de tratar.
Estas infecciones suelen ser causadas por patégenos
especialmente adaptados a estos ambientes’, y se
asocian al riesgo de transmision cruzada entre pacientes
o personal sanitario, dificultando su control?.

Klebsiella pneumoniae multidrogo resistente (MDR) es un
patdégeno bacteriano importante, responsable de brotes
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hospitalarios en todo el mundo, principalmente a través de
la propagacion de clones de alto riesgo®*. La resistencia
a antibacterianos en K. pneumoniae se ha relacionado
con la presencia de beta-lactamasas de espectro
extendido (BLEE), y, recientemente, con adquisicion
de carbapenemasas que confiere resistencia a los
carbapenems y reduce de manera importante las opciones
terapéuticas, e incrementa los costos relacionados®®. La
aparicion y expansion global de clones de K. pneumoniae
MDR e hipervirulentos se han reportado cada vez mas
a nivel mundial, tanto en infecciones adquiridas en la
comunidad como en nosocomiales’?®.

La investigacién y control de la resistencia antibiética
es clave en la salud global, sobre todo en los paises
de bajos y medianos ingresos, donde la prevalencia de
cepas con resistencia a antimicrobianos es incluso mayor
que en los paises mas industrializados®. De ahi que la
propagacion de la resistencia no es ajena a Peru, donde
la carga de enfermedades infecciosas es elevada y los
niveles de resistencia a antimicrobianos han alcanzado
niveles preocupantes, principalmente en los patégenos
mas comunmente aislados en centros de atencién de la
salud, con especial atencién en las Unidades de Cuidados
Intensivos™.

A pesar de que el Peru presenta tasas de resistencia
a los antimicrobianos mas elevadas de la regién™, los
estudios de clonalidad de cepas MDR en los centros
de salud son bien escasos. Este estudio permite una
mejor comprension de las estrategias preventivas y
control de las infecciones en los centros de atencion a la
salud. Establecer la clonalidad de las cepas patégenas
mediante la electroforesis de campo pulsado (PFGE,
de sus siglas en inglés), es el método altamente
discriminatorio y es excelente para tipificar bacterias e
identificar si estan relacionadas epidemiolégicamente y
podrian ser un brote'.

El objetivo del presente estudio fue establecer los niveles
de sensibilidad a antimicrobianos y su relacion clonal en
aislados de K. pneumoniae MDR obtenidos de muestras
clinicas (bacteremia, secreciones y coprocultivos) del
Instituto Nacional Materno-Perinatal de Lima (periodo
2015-2018).

MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio: Estudio descriptivo de tipo
transversal en el cual se analizaron las cepas aisladas (K.
pneumoniae) en las muestras biolégicas (sangre, liquido
cefalorraquideo, aspirado bronquial, coprocultivos)
obtenidas en los pacientes admitidos en el Instituto
Nacional Materno Perinatal durante el periodo 2015-
2018.

Poblaciéon y muestra: Se incluyeron en el estudio un
total de 36 aislamientos clinicos de K. pneumoniae de
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diferentes pacientes. Estos aislados fueron seleccionados
de una coleccion de bacterias del Laboratorio de
Microbiologia del Instituto Nacional Materno Perinatal de
Lima. Sélo se incluyeron los aislados que presentasen
un perfil de sensibilidad MDR (Resistencia a un
antimicrobiano de al menos 3 familias de antibioticos
diferentes)'® mediante pruebas de difusion en disco, y
que fueron conservadas y se pudieron revivir a la hora de
realizar el estudio. Estos aislados fueron recolectados en
el periodo comprendido entre 2015 y 2018.

Evaluacion perfil sensibilidad a los antimicrobianos
y fenotipo BLEE: Se procedi6 a realizar el
antibiograma mediante la técnica de difusién en disco.
La interpretacién de los puntos de corte se realiz6 con la
guia del CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute
del afio 2019). Se realiz6 la evaluacion de la presencia
del fenotipo BLEE mediante el test de sinergia de doble
disco™.

Evaluacion Clonalidad: Para definir la clonalidad
entre las cepas de Klebsiella recolectadas se utilizo la
técnica de la electroforesis de campo pulsado (PFGE).
Brevemente, se digirieron los genomas bacterianos
con el enzima de restriccion Xbal. Se colocaron en el
gel para electroforesis bajo las condiciones (6,0 V /
cm con un tiempo inicial de 5 s a un tiempo final de
35 s a 14 °C) durante 24 h. Se analizaron los perfiles
para el andlisis de los diferentes clones presentes™.
Aquellos aislados que presentaron patrones de PFGE
con un nivel de identidad del 100% se clasificaron como
pertenecientes a un mismo clon y las que presenten una
identidad >80% seran consideradas como clonalmente
relacionadas’.

Analisis de los resultados: En el presente estudio
se realizd un analisis descriptivo de los resultados
obtenidos, resumiendo las variables cualitativas segun
su frecuencia relativa y frecuencia absoluta. Para la
relacion clonal, se procedid a relacionar la filogenia
segun comparacion de los patrones obtenidos en el
PFGE. Asi, los perfiles PFGE se compararon con el
software InfoQuestTM FP v.4.5 (Bio-Rad, Hercules,
CA). Con patrones electroforéticos, los dendrogramas
se han construido utilizando el coeficiente de Dice,
con agrupacion por el método de grupos de pares no
ponderados con media aritmética (UPGMA) con una
tolerancia del 1% en las diferencias de posicion de la
banda.

Aspectos éticos: El presente estudio, teniendo en
cuenta las buenas practicas de investigacion, es de
riesgo minimo. Toda la informacion clinica relevante o
personal de los pacientes ha sido levantada de forma
anonima, re-identificando con cdédigos alfa-numéricos.
Todas las cepas de este estudio provienen de proyectos
aprobados por el comité de ética de la Universidad
cientifica del Sur y el del Instituto Nacional Materno
Perinatal de Lima.
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RESULTADOS

Caracteristicas generales. Se analizaron un total de 36
aislados de K.pneumoniae de diferentes origenes clinicos,
incluyendo 23 (64%) aisladas de hemocultivos, 9 (25%)
de secreciones y 4 (11%) de coprocultivos.

Perfil de sensibilidad a los antimicrobianos. De los
36 aislados testados por la técnica de difusién de disco
en agar se han obtenido los siguientes resultados: 35
(97%) aislados presentaban sensibilidad disminuida a
cotrimoxazol, 33 (91%) a tigecyclina. Referente a los beta-
lactamicos, se ha encontrado un 26 (72%) a aztreonam, 23
(64%) a ceftazidima y 32 (89%) a cefotaxime. También se
encontraron valores elevados de resistencia para 24 (67 %)
a gentamicina y 20 (56%) a amoxicilina/acido clavulanico.
Para el grupo de las quinolonas, se encontré 17 (47%)
aislados con sensibilidad disminuida a ciprofloxacino
y 13 (36%) cepas a levofloxacino. Los valores de
resistencia fueron menores para piperacilin / tazobactam,
cloranfenicol y nitrofurantoina, cada uno con 9 (25%)
de aislados resistentes. Mencionar que se empiezan a
encontrar cepas con resistencia a los carbapenems, 8
(22%) a meropenem y 14 (39%) a imipenem. Finalmente,
solo 5 (14%) aislados fueron resistentes a amikacina. De
los 36 aislados incluidos en el estudio, un 78% resultaron
positivos frente a la presencia de BLEE (Figura 1).

Niveles de resistencia (%)

amikacing
MEropenen m—
imipenem m——
nitrofurantoina  — —
cloranfenicol m—
I
levofloxacing —
ciprofloxacind n——————
Al

gentamicina
ceftazidima
aztreonam
tigeciclina
cotrimoxazol

0 20 40 60 80 100 120

Figura 1. Porcentaje de resistencia a los antimicrobianos. PTZ:
piperacillin/tazobactam. AMC: Amoxicilina/Acido clavulanico.

Analisis de clonalidad por PFGE. Segun el analisis de
campo pulsado se detectaron 16 pulsotipos diferentes. Se
destaca la presencia de cepas pertenecientes al mismo
pulsotipo, incluyendo 7 del pulsotipo 7, 5 del pulsotipo 16,
4 del pulsotipo 14 y del 3, 3 del pultotipo 12 y 2 de los
pulsotipos 2 y 9, respectivamente (Tabla 1). Distribucién
espacio temporal de los pulsotipos. Segun el analisis de la
distribucion de los pulsotipos entre los diferentes servicios
del INMP, se encontré que 3/7 aislados del pulsotipos 7
procedian del mismo cluster en tiempo y espacio, al igual
que 3/5 aislados del pulsotipo 16, al igual que 2/4 de los
pulsotipos 3y 14.

Tabla 1. Dendograma y pulsotipos de la K.pneumoniae del estudio (2015-2018)

50 80 90

100 D Pulsotipo Afio Origen BLEE
K81 1 2018 Secreciones +
] K23 2 2015 Hemocultivo -
,_‘—[ K28 3 2017 Hemocultivo +
I K64 3 2015 Hemocultivo +
K1 8 2017 Hemocultivo i
K10 3 2017 Hemocultivo +
K68 6 2018 Coprocultivo +
K6 7 2015 Hemocultivo +
K16 7 2015 Secreciones +
] K2 7 2016 Hemocultivo +
K30 7 2015 Hemocultivo +
K11 7 2015 Hemocultivo +
K22 7 2015 Hemocultivo +
K20 7 2018 Hemocultivo +
K60 8 2015 Coprocultivo -
K66 9 2018 Secreciones +
K82 9 2018 Secreciones
a | K47 10 2018 Hemocultivo -
| K83 12 2018 Hemocultivo i
K79 12 2018 Secreciones -
K80 12 2018 Coprocultivo +
K27 13 2015 Hemocultivo +
E K42 14 2018 Secreciones +
{ K61 14 2018 Hemocultivo +
K12 14 2018 Hemocultivo +
K33 14 2018 Secreciones +
K29 15 2018 Hemocultivo -
—I_E K8 15 2015 Coprocultivo +
K51 16 2015 Secreciones +
K50 16 2015 Hemocultivo +
E K17 16 2015 Hemocultivo i
K26 16 2015 Hemocultivo +
K4 16 2015 Hemocultivo +
K15 17 2015 Hemocultivo -
K67 18 2018 Secreciones -
K14 19 2015 Hemocultivo +
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DISCUSION

El presente estudio evidencia la presencia de cepas
de K. pneumoniae MDR, especialmente destacando
la presencia de BLEE, pertenecientes al mismo clon, o
cepas clonalmente relacionadas circulando en el Instituto
Nacional Materno Perinatal de Lima.

La presencia de brotes hospitalarios de Kilebsiella
productoras de BLEE, asi como de otras Enterobacteriales
en general, ha ido en aumento en América Latina'®. Asi,
en Peru la frecuencia de bacteriemias producidas por
Enterobacteriales productoras de BLEE adquiridas en la
comunidad, seria la mas alta reportada, comparado con
otras regiones de Latinoamérica y Europa'®. Dentro de
las Enterobacterales, es Klebsiella spp. la que lidera la
resistencia a la cefalosporina de tercera generacion en la
regién, con valores reportados de 75% de resistencia'.

En este estudio se han reportado niveles elevados
de resistencia a los antimicrobianos, sobre todo a
cotrimoxazole, cefalosporinas y gentamicina. Se destaca
que en estas cepas seleccionadas MDR, empiezan a
aparecer la resistencia a carbapenems, que actualmente
se esta reportando como un problema emergente a
nivel mundial’® y también en el Perd'. Una resistencia
baja se ha reportado para amikacina (14%), sugiriendo
el rescate de algunos antimicrobianos mas “antiguos”,
podria ser una opcion antes de usar antibiéticos de ultimo
recurso como colistina o las nuevas combinaciones
de antimicrobianos®. El problema de la resistencia a
los antibidticos en los paises de ingresos medios-bajos
tiene una especial relevancia debido a la debilidad de
sus sistemas de salud, y, ademas, con frecuencia estos
sistemas de salud no pueden permitirse el alto costo de los
nuevos antimicrobianos para tratar los microorganismos
extremadamente resistentes?'??. Este hecho hace que
estos paises sean particularmente vulnerables al aumento
de la resistencia a los antibidticos?'.

Observando la epidemiologia, hemos encontrado varias
cepasclonalmenterelacionadas entre diferentes pacientes,
sugiriendo una transmision clonal de estas cepas. Se ha
reportado la diseminaciéon de patégenos entre pacientes,
ya sea a través del contacto con familiares, personal
médico o instrumentos contaminados, asi, se ha reportado,
como en nuestro estudio, una importante transmision de
patégenos de paciente a paciente productores de BLEE?.
Relacionado con la transmisién, la especie de Klebsiella
se ha reportado como mas eficiente que otras especies
como E.coli, tal vez relacionado con la importancia que
esta tomando a nivel de infecciones hospitalarias a nivel
mundial?®.

Diversos reportes evidencian la existencia de clones
internacionales o epidémicos de K. pneumoniae en todo
el mundo?; y algunas investigaciones han revelado
mediante la genotipificacion (MLST o secuenciacion del
genoma completo) la existencia de clones asociados con
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infecciones concretas®. Asi es altamente preocupante la
tendencia de K. pneumoniae a diseminarse en entornos
hospitalarios, correlacionandose con la presencia de
genes de resistencia de alta transmisibilidad’®. Sin
embargo, los estudios y caracterizaciones de la clonalidad
en cepas circulantes en nuestro pais son bien escaso, mas
alla de los brotes nosocomiales. Hacen falta mas estudios
de epidemiologia molecular para la vigilancia de los
principales patdgenos resistentes a los antimicrobianos
que circulan en nuestros centros sanitarios, a fin de poder
obtener mas conclusiones sobre la transmisién y evolucion
de las cepas de K. pneumoniae altamente resistentes a los
antimicrobianos (especialmente carbapenems, colistina)
en el Peru.

En conclusién se han visto varios clones y cepas
relacionadas clonalmente en K.pneumoniae MDR del
Instituto Materno Perinatal de Lima, revelando una
transmisién de los patdgenos. Se recomienda reforzar
medidas de control para evitar la diseminacién de
microorganismos MDR en los centros de atencion de
salud.
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