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Resumen

La resistencia de K. pneumoniae a los antibidticos B-lactémicos es un problema de salud
publica. El objetivo fue caracterizar por epidemiologia molecular dislados de K. pneumoniae
resistentes a los antibidticos B-lactdmicos en cuatro Centros Asistenciales del Estado Aragua y
establecer asociaciones entre los genotipos con la resistencia y las variables epidemiolégicas.
Se procesaron 72 cepas de K. pneumoniae vy su resistencia a p-lactdmicos se realizd segun las
directrices del CLSI. Para la deteccién fenotipica de p-lactamasa de Espectro Extendido (BLEE)
se usé la sinergia de doble disco, mientras que para detectar metalobetalactamasa (MBLs).,
carbapemenasas (KPC) y AmpC inducible se utilizaron las combinaciones de discos de
EDTA/imipenem/meropenem, dacido fenilborénico/meropenem/imipenem vy piperacilina
tazobactam/ceftazidima/Imipenem/cefoxitin respectivamente. La tipificacién molecular se
realizd por la reaccién en cadena de la polimerasa de las secuencias repetitivas extragénicas
palindrémicas. Solo 35 cepas (48,6%) fueron resistentes a todos los p-lactémicos. El 34,29%:;
31,43% vy 31,43% resultaron ser productoras de BLEE, KPC y MBLs respectivamente, y 2,86% AmpC
inducible. Se identificaron siete genotipos, donde el tipo B agrupd 23 cepas idénticas que se
diseminan clonalmente. Se encontré una relaciéon estadisticamente significativa entre el
genotipo, la edad y el género. En conclusién, K. pneumoniae es altamente resistente a los
antibidticos p-lactdmicos.

Palabras claves: Klebsiella pneumoniae, epidemiologia molecular, resistencia antibidtica, beta-
lactamasas

Abstract

K. pneumoniae resistance to B-lactam antibiotics is a public health problem. The objective was
to characterize by molecular epidemiology isolates of K. pneumoniae resistant to p-lactams in
four Health Centers of the Aragua State and establish the association between genotypes with
resistance and epidemiological variables. 72 strains of K. pneumoniae were processed and their
resistance to B-lactams was performed according fo the CLSI guidelines. Double disc synergy
was used for phenotypic detection of Extended Spectrum B-lactamase or ESBL. Combinations
of EDTA/imipenem/meropenem; phenylboronic acid/meropenem/imipenem and piperacillin
tazobactam/ ceftazidime/Imipenem/cefoxitin were used to detect metallo-beta-lactamase or
MBLs, carbapenemases (KPC) and inducible AmpC respectively. Molecular typing was
performed by polymerase chain reaction of palindromic extragenic repetitive sequences. Only
35 strains (48.6%) were resistant to all B-lactams. 34.29%; 31.43% and 31.43% turned out to be ESBL,
KPC and MBLs respectively, and 2.86% inducible AmpC. Seven genotypes were identified, where
type B grouped 23 genetically identical strains and clonally spreaded. A statistically significant
relationship was found between genotype, age and gender. In conclusion, K. pneumoniae is
highly resistant to B-lactams.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, molecular epidemiology, antibiotfics resistance, beta-
lactamases
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Intfroduccién

Para la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
resistencia anfimicrobiana ha sido considerada como una
de las mayores amenazas para la salud mundial, la
seguridad alimentaria y el desarrollo . Klebsiella
pneumoniae se ha asociado a infecciones respiratorias,
del ftracto urinario, intrabdominales y bacteriemias,
adquiridas intrahospitalaricamente o en la comunidad, y
caracterizdndose por sus perfiles de resistencia a multiples
antibidticos, asi como por causar brotes y epidemias; por
lo que la diseminacién de K. pneumoniae resistente a los
antibidticos p-lactdmicos la convierte en una amenaza a
la salud publica (2,

Entre los mecanismos de resistencia a p-lactdmicos
estd la produccidn de enzimas inactivadoras como las B-
lactamasas de espectro extendido (BLEE), y las pB-
lactamasas con serinas en su sitio activo que funcionan
como  cefalosporinasas  denominadas  AmpC,
confiriéndole a K. pneumoniae resistencia a todos los
antibidticos de este grupo con excepcidén de los
carabapenemos (). Adicionalmente, existen las
carbapenemasas, enfre las que se identifican con
mayor frecuencia las del tipo KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemasa), NDM-1 (New Deli
Metalobetalactamasa), MBLs (Metalobetalactamasa),
OXA-48 y OXA-181 que hidrolizan oxacilina vy
cloxaciclina 4, capaces de inactivar a los antibidticos
B-lactdmicos que incluyen penicilinas, cefalosporinas,
cefamicinas, monobactdmicos y los carbapenemos 4.

Entre las técnicas de tipificacién genética para los
miembros del orden Enterobacteriales se encuentra la
amplificacién por la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR por sus siglas en inglés polimerase chain
reaction) de las secuencias repetitivas extragénicas
palindrémicas (secuencias REP), conocida como REP-
PCR. El polimorfismo detectado resulta de la variabilidad
en la repeticién de dichas secuencias y de la distancia
enfre copias confinuas causadas por inserciones o
deleciones del ADN (2,

Baildn y Sacsaquispe ¢), estudiaron la caracterizacion
por métodos fenotipicos y de biologia molecular de siete
cepas de K. pneumonige productoras de BLEE, en
pacientes con bacteriemia en el servicio de neonatologia
de un hospital de Lima-Pery, utilizando las técnicas de
ERIC-PCR, REP-PCR y electroforesis de campo pulsado
(PFGE), demostrando que existia relacion clonal entre
cinco de los aislamientos, por lo que se frataba de una
cepa Unica que se estaba transmitiendo activamente.

Asi mismo, en Venezuela, Tedesco y col (), analizaron
13 cepas de K. pneumoniae productoras de BLEE aisladas
de pacientes adultos con infeccién intrahospitalaria
mediante PFGE, demostrando que las cepas presentaron
patrones genéticos diferentes, descartando una posible
relacion clonal, a excepcidn de dos aislados que
presentaron patrones genéticos indistinguibles entre s,
concluyendo que no hubo diseminacion clonal de K.
pneumoniae productoras de BLEE.
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Gonzdlez y col @), en el Hospital Universitario de Los
Andes (HULA)-Venezuela, investigaron fenotipicamente la
produccién de BLEE, la presencia de genes bla, vy
aplicaron la técnica de REP-PCR en 17 cepas de K
pneumoniae, aisladas de neonatos con infeccién
nosocomial de la Unidad de Alto Riesgo Neonatal (UARN),
y 11 aislados de esta especie bacteriana obtenidas a
partir de muestras clinicas de pacientes de la Unidad de
Cuidados Intensivos del adulto (UCla). De acuerdo a sus
resultados, el 41,2% de las cepas aisladas del UARN
presentaron al menos un gen bla de los investigados,
mientras que ?1% de los aislados de UCla fueron BLEE
positivo y amplificaron para alguno de los genes bla.
Ademds, las cepas de K. pneumoniae estudiadas
demostraron una alta diversidad genética mediante la
técnica de REP-PCR.

Pineda-Garcia y col @, analizaron los pardmetros
epidemioldgicos de 49 pacientes del Hospital Escuela
Universitario de Tegucigalpa-Honduras, en los que se qisld
K. pneumoniae productoras de BLEE, de acuerdo a sus
resultados, no encontraron relacién estadisticamente
significativa con la edad y genero de los pacientes, sin
embargo, hubo significancia estadistica con los dias de
hospitalizacién. Adicionalmente, enconfraron que un alto
porcentaje de los pacientes presentaron enfermedades
asociadas como diabetes mellitus, cardiopatia vy
enfermedad obstructiva cronica.

En el estado Aragua, Venezuela, no existen estudios
previos de K. pneumoniae que incluyan la resistencia a
antibidticos B-lactdmicos por BLEE, KPC, MLB y AMPc
asociados a la epidemiologia molecular. Por lo antes
expuesto, el objetivo del presente estudio fue caracterizar
por epidemiologia molecular aislados de K. pneumoniae
resistentes a P-lactdmicos provenientes de Centros
Asistenciales del Estado Aragua-Venezuela y establecer la
asociacién entfre los genofipos identificados con los
mecanismos de resistencia enconfrados y las variables
epidemioldgicas.

Métodos

Tipo y diseno de la investigacion: la investigacion fue
descriptfiva y de corte transversal, realizada durante los
meses de febrero y marzo del 2015.

Poblacién 'y muestra: la  poblacién  estuvo
representada por los pacientes que asistieron a cuatro
centros asistenciales (CA) del estado Aragua, tres de ellos
eran publicos y uno privado. Enfre los CA publicos se
incluyd un hospital tipo IV, con capacidad de atencidn de
400.000 personas al mes y 551 camas de hospitalizacién,
un hospital tipo Il de 200 camas y con capacidad de
atencion de 10.000 pacientes por mes y un hospital de
menor capacidad con 51 camas de hospitalizacion que
atiende en promedio 600 pacientes al mes, mientras que
el CA privado cuenta con servicios de hospitalizacién y
atencidon primaria en salud. En total, entre los CA incluidos
en el estudio se procesaron 771 muestras clinicas de
pacientes que incluyeron secreciones de heridas,
hemocultivos, urocultivos, muestras de esputo, semen vy
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otros liquidos biolégicos, a partir de las cuales se aislaron
72 cepas de K. pneumoniae.

Procesamiento de muestras clinicas e identificacion de
K. pneumoniae: las muestras clinicas fueron procesadas
siguiendo los procedimientos microbiolégicos estdndar
relacionados con el manejo de las muestras y el uso de los
medios de cultivo descritos previamente (9. Para la
identificacién de K. pneumoniae se aplicaron las pruebas
bioquimicas  convencionales recomendados 19,
Finalmente, las cepas de K. pneumoniae aisladas (n =72),
se preservaron a -20 °C en caldo fripticasa-soya con
glicerol al 10% hasta el momento de los ensayos de
detecciéon fenotipica de resistencia a los antibidticos B-
lactdmicos y las pruebas moleculares, para lo cual, dichos
aislamientos fueron inoculados en agar de Mac Conkey e
incubados a 35°C por 24 horas.

Determinacion del perfil de resistencia a antibidticos -
lactdmicos en aislados de K. pneumoniae: se utilizd el
método de difusidn en disco por la técnica de Kirby-Bauer
segun las normas del Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI por sus siglas en inglés) del ano 2015 (M100-
$23) (M), y el Manual de procedimientos del Instituto
Nacional de Enfermedades Argentina (ANLIS, 2014) (12),
para evaluar la resistencia de K. pneumoniae a
cefalosporinas de tercera generacion y a carbapenemos.
Como controles se utilizaron las cepas de E. coli ATCC
25922 y K. pneumoniae ATCC 700603.

Para la deteccidon fenotipica de BLEE se usé el ensayo
de sinergia de doble disco con: amoxicilina/dcido
clavuldnico (AMC) (30 yg BioDiscs), Cefotaxime (CTX-30
Mg BBL) y Ceftazidima (CAZ-30 ug BBL), estableciendo una
distancia de separacién de 20 mm entre cada uno de los
discos. Asimismo, se utilizaron discos combinados de
ceftazidime (CAZ) (30 ug/BBL), Ceftazidime/d&cido
clavuldnico (CAZ/CAZ-CLA) (30/10ug/BBL), cefotaxime
(CTX) (30 ug/BBL), cefotaxime/dcido clavuldnico
(CTX/CTX-CLA) (30/10 Hug/BBL) segin las
recomendaciones del CLSI (2015, M100-S23) para la
verificacion de BLEE (11-13),

En el caso de la deteccién de resistencia por
produccién de AmpC inducible se utilizaron las siguientes
combinaciones de discos a una distancia de 27mm
centro-centro: CAZ (30 ug/BBL)-IMIPENEM (IMP-10 ug HI-
MEDIA), IMP (10 ug HI-MEDIA)-Piperacilina Tazobactam
(TZP-100/10 ug/BBL), cefoxitina (FOX-10 ug Difco)-IMP (10
hg/ HI-MEDIA) (4, La presencia de un halo truncado
indica la produccién de la enzima (14),

La determinacion de la resistencia a carbapenemos se
realizd por la medicién de los halos de susceptibilidad a
los discos de (MER) (10 pg-HI-MEDIA) e IMP (10 ug HI-
MEDIA) 11, Para la deteccidon fenotipica de MBLs y KPC, se
utilizé el flujograma propuesto por Instituto Nacional de
Enfermedades infecciosas de Argentina y el Comité
Europeo de Pruebas de Susceptibilidad a Antimicrobianos
(EUCAST por sus siglas en inglés) (121516 En el caso de MBLs
se empled el método de doble disco, utilizando
combinaciones de discos de EDTA (1 umol), Meropenem
(MER) (10 ug-HI-MEDIA) e IMP (10 yg HI-MEDIA) 1¢), La
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deteccioén fenotipica de KPC se realizdé con la colocacion
de un disco de dacido bordénico (APB-300 ug BBL) contiguo
a los discos de (MER) (10 pg-HI-MEDIA) (12) e IMP (10 pg HI-
MEDIA) (5], Adicionalmente, se usé el test de Blue-carba
(Biomériux) para la deteccién rdpida y cromogénica de
la enzima siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tipificaciéon molecular K. pneumoniae resistente a -
lactdmicos a través de la técnica de REP-PCR: para la
extraccion del ADN, en tubos eppendorf se colocaron de
dos a 5 colonias aisladas del agar Mc-Conkey en 200 L
de agua destilada estéril, y posteriormente se calentaron
a temperaturas de ebullicibn durante 10 minutos. Los
residuos celulares se separaron por centrifugacion (13,000
rom durante 5 minutos) y el ADN disuelto en el
sobrenadante se recuperd en un tubo eppendorf estéril,
para continuar con la técnica de REP-PCR (@),

En la fipificacion por REP-PCR se emplearon los
iniciadores REP1 (5™-IIGCGCCGICATCAGGC-3") y REP 2
(5"-ACGTCTTATCAGGCCTAC-3’) (12, Para la amplificacién
de 100 ng de ADN en un volumen final de reaccion de 20
WL se utilizd solucion amortiguadora de reaccién 1X, 0,2uM
de cada dNTP, 0,2uM de cada iniciador, una unidad de
Tag-ADN polimerasa recombinante (Promega®) y agua
destilada. Como control positivo se empled el lisado de la
cepa de E. coli J-62, y como control negativo, la mezcla
de la reaccion de PCR carente de ADN. Las condiciones
del termociclador fueron: desnaturalizacion de 94°C por 2
minutos, 30 ciclos de 94°C por 45 segundos, 50°C por 45
minuto y 68°C por 7 minutos, con una extension final de
68°C por 15 minutos (18, Finalmente, los productos
amplificados se separaron electroforéticamente a 98
V/cm por 17 horas en gel de agarosa al 1,8% con solucién
amortiguadora Tris Borato EDTA (TBE) 0,5X. Se utilizd como
marcador de peso molecular el DNA Ladder (Biolabs®) de
100pb (18),

Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos: de
cada paciente se redlizé la recoleccion de datos clinicos
y epidemiolégicos, incluyendo edad, sexo, muestra
clinica, lugar de adquisicién de la infeccion (ambulatorio
U hospitalizado), examen  solicitado,  impresion
diagndstica, tratamiento de antibidtico actual (Tipo vy
duracién), a través de una encuesta epidemioldgica.

Andlisis de datos: se aplicaron los criterios de Tenover y
col 1@ para la interpretacién de los patrones genéticos
generados por la prueba de REP-PCR. En ese sentido, se
definen cuatro categorias de relacién genética vy
epidemioldgica: a) Cepas Indistinguibles: son aislamientos
que poseen patrones que presentan bandas iguales en
numero y tamano, por lo que pueden ser considerados
clones y epidemiolégicamente podrian ser responsables
de un brotfe; b) Cepas estrechamente relacionadas: los
patrones de bandas difieren en dos o tres bandas; c)
Cepas posiblemente relacionadas: sus patrones muestran
entre cuafro a seis bandas de diferencia; y d) No
relacionados o cepas diferentes, cuyos patrones de
bandas difieren en mds de siete.

Para la construccién del dendograma se utilizé el
coeficiente de similitud de Dice y el método de
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agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair-Group
Mathematical Average), utilizando para ello el software
en linea D-UPGMA (20, Para establecer la asociacion entre
los genotipos identificados, los mecanismos de resistencia
y las variables sociodemogrdficas y epidemioldgicas, se
aplicd la prueba de independencia de y?, considerando
un resultado como estadisticamente significativo si p<0,05,
asimismo, se calcularon p-valores exactos aplicando
pruebas de permutacion mediante el programa SPSS 21.0
para Windows.

Aspectos bioéticos: la investigacién respetd los
principios de la declaracion de Helsinki. Adicionalmente,
los pacientes que participaron en el estudio firmaron un
consentimiento informado.

Resultados

De las 72 cepas de K. pneumoniae analizadas, 35
(48,6%) presentaron resistencia a todos los antibidticos p-
lactdmicos. En ese sentido, fenotipicamente, el 34,29%;
31,43% y 31,43% resultaron ser productoras de BLEE, KPC y
MBLs respectivamente, y un solo aislado (2,86%) fue
productor de AmpC inducible (Tabla 1).

Tabla 1. Mecanismos de resistencia a los antibidticos
B-lactdmicos presentes en cepas K. pneumoniae.

Mecanismo de K. pneumoniae

Resistencia F (% 1C95%
BLEE 12 (34,29) 20,83 - 50,85
KPC 11 (31,43) 18,55 - 47,98
MPL 11 (31,43) 18,55 - 47,98

AmpC 1(2,86) 0,51 -14,53
Total 35 (100)

F: Frecuencias absolutas y relativas, ICosz: Intervalo al
95% de confianza para las frecuencias relativas, BLEE:
betalactamasa de espectro extendido, KPC:
Klebsiella pneumoniae carbapenemasas, MPL:
Metalobetalactamasa. AmpC: betalactamasa del
fipo AmpC.

De la tipificacién molecular por REP-PCR de K.
pneumoniae, se generd una serie de patrones genéticos
en los geles de agarosa al 1,8% que se observan en la
Figura 1, los cuales fueron analizados para determinar sus
relaciones genéticas. En el dendograma (Figura 2), se
pudo evidenciar poca variabilidad genética en las 35
cepas que resultaron ser resistentes a PB-lactdmicos. En
este orden de ideas, se obtuvo un total de 7 genotipos
que fueron denominados A, B, C, D, E, Fy G. El tipo B
agrupd el mayor niumero de aislados (23 cepas)
genéticamente idénticos, seguidos del tipo A que agrupd
6 qislados genéticamente iguales, y por el F con dos
aislados agrupados, mientras que los genotipos C, D, Ey
G no presentaron cepas agrupadas, fueron aislados
Unicos, y presentaron diferencias genéticas con los tipos A
y B (Figura 2).

Por ofra parte, al anadlizar la produccidn de
mecanismos de resistencia a los antibidticos p-lactdmicos
segun los diferentes genotipos encontrados, se observd
que la produccién de BLEE se concentrd principalmente
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en el genotipo B (75%) y en menor proporcién en el
genotipo A (16,67%) y E (8.33%). No se enconird
produccién de BLEE en los genotipos C, D, Fy G, (Tabla 2).

123456789101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1517 pb . -

1200 pb -

e Sucansissllcbe.”

700 pb - ernE e 5
600 pb -

Figura 1. Tipificacion molecular de cepas de K. pneumoniae
resistente alos antibidticos B-lactdmicos realizado por la técnica
de REP-PCR. Carril 1: Control negativo, carril 2: Marcador de
peso molecular 100 pb. Ladder, carril 3 al 23: Aislados clinicos de
K. pneumoniae que presentaron resistencia a antibidticos p-
lactdmicos y carril 24: Marcador de peso molecular de 100 pb.
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Figura 2. Dendograma de 35 aislados de K. pneumoniae
resistentes a los antibidticos B-lactdmicos derivado del andlisis
UPGMA realizado con el software en linea D-UPGMA.
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Tabla 2. Asociacion entre el genotipo de K. pneumoniae vy la resistencia a los antibidticos R-lactdmicos

Mecanismo de

Genotipos de Klebsiella pneumoniae

Frecuencia (%)

resistencia
BLEE
No 4(17,39%) 14 (60,87%) 1 (4,35%) 1 (4,35%)
Si 2 (16,67%) 9 (75%) 0 (0%) 0 (0%)
KPC
No 4(16,67%) 17 (70,83%) 0 (0%)
Si 2 (18,18%) 6 (54,55%) 1(92.09%) 0 (0%)
MBL
No 4(16,67%) 16 (66,67%) 1 (417%) 0 (0%)
Si 2 (18,18%) 7 (63,64%) 0 (0%)
AmpC
No 6 (17,65%) 22 (64,71%) 1 (2.94%) 1 (2,94%)
Si 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)

1 (4,17%)

1(9,09%)

0(0%) 2(870%) 1(435%) 23 (100%)

1(833% 0(0%  ofom 1200 7 0773
1(417%) 1 (417%) 0 (0%) 24 (100%)
0% 1(9.09% 1(9.09% 11(100%) >72 0°18
1(417%) 1(417%) 1(417%) 24 (100%)
0 (O%) 1 (9,09%) 0 (O%) 11 (]OO%) 3,90 0,865
1(294%) 2(588%) 1(294%) 34(100%) cf 000

0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)

Porcentajes calculados a lo largo de las filas. BLEE: Betalactamasa de espectro extendido. KPC: Klebsiella pneumoniae
carbapenemasa. MBL: Metalobetalactamasa. AmpC: Betalactamasas del fipo AmpC, x2: Chi-cuadrado. p: valor-p.

Respecto a la produccién de KPC, el mayor nUmero
de cepas de K. pneumoniae productoras de la enzima se
encontrd en el genotipo B (54,55%) y en menor cantidad
en los genotipos A, C, Fy G, con 18,18% para Ay 92,09%
para C, Fy G (Tabla 2). La enzima MBL se hallé en mayor
cantidad en el genotipo B (63,64%) y en menor cantidad
en los genotipos A (18,18%), D y F 9,09% para cada caso,
(Tabla 2). Asimismo, el Unico aislado productor de AmpC
inducible fue del genotipo B. No hubo asociacion
estadisticamente significativa entre el genotipo y el
mecanismo de resistencia para antibidticos B-lactédmicos,
determindndose valores de p de 0,773; 0,518; 0,865 vy
1,000, para BLEE, KPC, MBL y AmpC inducible
respectivamente (Tabla 2).

Respecto a las variables epidemioldgicas, de los 35
pacientes infectados con K. pneumoniae con resistencia
a los antibidticos RB-lactdmicos, la mayoria se ubicaron en
el grupo etario de 14 a 60 anos (20 cepas), de ellas, 18
(51,43%) pertenecian al genotipo B. Adicionalmente, se
encontré asociacion estadisticamente significativa entre
el grupo etario y el genotipo productor de la infeccion
(p<0,001) (Tabla 3). Por otra parte, de los 35 aislados, 60%
provenian de pacientes del género femenino y 40% del
masculino, siendo el genotipo B el encontrado con mayor
frecuencia (42,85%) infectando a pacientes masculinos y
22,5% infectaron a las pacientes femeninas. En este caso,
también se determind la asociacion entre el genotipo de
K. pneumoniae resistente a p-lactédmicos y género del
paciente, aun cuando esta asociacidon no fue
estadisticamente  significativa, presenté un p-valor
cercano a 0,05 (p=0,051), observdndose que la
frecuencia del genotipo A fue mayor en pacientes
femeninas y el genoftipo B en pacientes masculinos (Tabla
3).

En relacién al tipo de muestra, el 51,4% de los aislados
de K. pneumoniae provenian de muestras de secrecion
de herida, seguidos de orina (22,89%), sangre (14,3%)
esputo (5,7%), semen (2,86%) y otros liquidos biolégicos
(2.86%). En todas las muestras analizadas predominé el
genotipo B, siendo mds frecuente en las secreciones de
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heridas (37,14%), seguido en orina (11,4%), sangre (8,57%).
esputo (2,86%), semen (2,86%) y otros liquidos bioldgicos
(2,86%). No se encontrd asociacién estadisticamente
significativa entre el genotfipo y el tipo de muestra
(p=0,737) (Tabla 3).

Segun el tipo de atencién, de los 35 aislados de K.
pneumoniae, 65,73% provenian de centros asistenciales
publicos y 34,27% de los privados. En los centfros
asistenciales publicos, el genotipo B (40%) fue el mds
predominante, seguido del genotipo A (14,29%). De iguall
manera el genotipo B fue prevalente en el centro
asistencial privado, donde 9 de 12 aislados fueron
identificados como el genotipo B. Por ofra parte, no se
encontrd asociacion estadisticamente significativa entre
el tipo de atencidn y el genotipo (p=0,773) (Tabla 3).

Finalmente, de los 35 aislados de K. pneumoniae
resistentes a los anftibidticos B-lactdmicos 68,6% provenian
de pacientes hospitalizados y 31,4% eran pacientes
ambulatorios. Asimismo, el genotipo B predomind en
ambos casos con 42,85% en pacientes hospitalizados y
22,85% en pacientes ambulatorios. No se encontrd
asociacién estadisticamente significativa entre el hecho
de ser hospitalizado o ambulatorio con el genotipo
(p=0,794) (Tabla 3).

Discusion
Klebsiella pneumoniae es causante de las infecciones
infrahospitalarias vy de la comunidad (@  Este
microorganismo ha cobrado vital importancia por su
resistencia a los antibidticos P-lactdmicos, y por el
aumento de cepas productoras de KPC que han sido

responsables de importantes brotes infecciosos en el
mundo 2],

En el presente estudio, el 48,6% de cepas de K.
pneumoniae  ancdlizadas  presentd  resistencia a
antibidticos Pp-lactdmicos, debido principalmente a la
capacidad de estos microorganismos de producir
enzimas carbapenemasas (KPC y  MBLs) que
representaron el 62,86% del total de cepas estudiadas, en

Disponible en: http://produccioncientificaluz.org/index.php/kasmera  www.sites.google.com/view/revistakasmera
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contraste con los aislamientos clinicos productores de
BLEE que correspondieron al 34,29%.

Las cepas de K. pneumoniae productoras de
carbapenemasas tienen la capacidad de inactivar un
amplio  espectro de  antibidticos: penicilinas,
cefalosporinas, cefamicinas, monobactdmicos y los
carbapenemos @, lo que limita las opciones de
tratamiento a las infecciones causadas por este
microorganismo en los CA incluidos en el estudio.
Ademds, el hallazgo constituye una senal de alerta

Molecular epidemiology of Klebsiella pneumoniae. Sierra L, et al.

epidemioldégica para el estado Aragua, ya que la
resistencia a antibidticos RB-lactdmicos por produccién de
enzimas BLEE, KPC y MBLs es adquirida por fransferencia
horizontal de genes. En ese senfido, los genes que
codifican estas enzimas son fransmitidos a través de
elementos modviles como pldsmidos e integrones, lo que
favorece la diseminacion de la enzima entre bacterias de
la misma especie o diferentes (2, incrementando la
resistencia, un ejemplo estd representado en el gen blakec
que codifica para la enzima KPC (22,

Tabla 3. Asociacion entre el genotipo y variables epidemioldgicas de K. pneumoniae resistente a antibidticos p-lactdmicos.

Genotipos de Klebsiella pneumoniae

C

Variables epidemiolégicas

D

Frecuencia (%)

Grupo etario

<1 Ano 2 (5,71%) 2(571%) 1(286%) 1(286%) 0O (0%) 0 (0%) 0 (0%) 6 (17.1%)

1 a 13 anos 0 (0%) 1(2,86%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 2(571%) 1(286%) 4(11,4%)

14 a 60 anos 2(571%) 18(51,43%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 20 (571%) 46,90 <0,001
> 60 anos 2 (571%) 2 (5,71%) 0 (0%) 0 (0%) 1(286%) 0 (0%) 0 (0%) 5(14,3)

TOTAL 6 (17,14%) 23 (65.71%) 1 (2.86%) 1 (2.86%) 1 (2.86%) 2(571%) 1(286%) 35 (100%)

Género

Femenino 5(14,28%) 8 (22,85%) 0 (0%) 0 (0%) 1(2,86%) 0 (0%) 0 (0%) 14 (40%)

Masculino 1(286%) 15(42,85%) 1(286%) 1(286%) 0(0%) 2(571%) 1 (2.86%) 21 (60%) 9,79 0,051
TOTAL 6 (17,14%) 23 (65.71%) 1 (2.86%) 1 (286%) 1(2.86%) 2(571%) 1(286%) 35 (100%)

Tipo de muestra

Secrecion de herida 3(8,57%) 13(37,14%) 0(0%) 1(2,86%) 0 (0%) 0(0%) 1(286%) 18 (51,4%)

Orina 2 (571%) 4 (11,4%) 0 (0%) 0(0%) 1(286%) 1(286%) 0 (0%) 8 (22.9%)

Sangre 0 (0%) 3(8,57%) 1(286%) 0 (0%) 0 (0%) 1(286%) 0 (0%) 5(14,3%)

Esputo 1(2.86%) 1(2,86%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (5,7%) 18,58 0,737
Semen 0(0%) 1(2,86%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 1(2.86%)

Otros Liquidos Bioldgicos 0(0%) 1(2.86%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(2,86%)

TOTAL 6 (17,14%) 23 (65.71%) 1 (2.86%) 1 (286%) 1(286%) 2(571%) 1(286%) 35 (100%)

Tipo de atencion

Publica 5 (14,29%) 14 (40%) 1(286%) 1(286%) 0 (0%) 1(286%) 1(286%) 23 (6573%)

Privada 1(286%) 9 (25.71%) 0 (0%) 0 (0%) 1(2.86%) 1(286%) 0 (0%) 12 (34,27%) 4,77 0,773
TOTAL 6 (17,14%) 23 (65.71%) 1 (2.86%) 1 (2.86%) 1 (2.86%) 2 (572%) 1 (286%) 35 (100%)

Procedencia

Ambulatorio 1(2.86%) 8 (22,85%) 0 (0%) 0 (0%) 1(2.86%) 1(286%) 0 (0%) 11 (31,4%)

Hospitalizado 5(14,28%) 15(42,85%) 1(2.86%) 1(286%) 0 (0%) 1(286%) 1(286%) 24 (68,6%) 4,60 0,794
TOTAL 6 (17.14%) 23 (65.71%) 1 (2.86%) 1 (2.86%) 1 (2.86%) 2(571%) 1(286%) 35 (100%)

Porcentajes calculados en las filas. X2: Chi-cuadrado. p: valor-p.

El alto porcentaje de cepas K. pneumoniae
productora de carbapenemasas reportadas en esta
investigacion es similar a los hallazgos de Lopez-Gonzdlez
y col (), quienes en un estudio retrospectivo del 2014 al
2016 en un hospital de Espana, identificaron 301 aislados
de Entferobacteriales productores de carbapenemasas,
siendo K. pneumoniae (73,4%) el microorganismo mas
prevalente. Asimismo, Branas y col (24 en un hospital de la
comunidad de Madrid, caracterizaron fenotipica vy
molecularmente 231 aislados de Enterobacteriales que
resultaron ser productores de carbapenemasas, donde K.
pneumoniae fue la mds predominante (78,9%).

Los resultados reportados en este estudio relacionados
con el porcentaje de cepas de K. pneumoniae
productoras de BLEE difiere a lo publicado en ofras
investigaciones. Perozo y col 25 en un centro de salud de
Maracaibo, Estado Zulia-Venezuela, analizaron 140 cepas
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pertenecientes al orden Enterobacteriales, de las cuales
55 fueron productoras de BLEE y 12 (21,52%) se
identificaron como K. pneumoniae, valores menores a los
reportados en este estudio. Contrario al hallozgo del
presente estudio, Abreu y col (29 en el Hospital Universitario
del estado Mérida, demostraron que todas las cepas
estudiadas de K. pneumoniae fueron productoras de
BLEE. Asimismo, Gonzdlez y Nieves (24, reportaron altos
porcentajes de cepas de K. pneumoniae productoras de
BLEE en el Hospital Universitario de Los Andes, vy
demostraron que entre un 85,7% y 88,8% presentaron
patrones fenotipicos compatibles con BLEE, hecho que
fue confimado por el andlisis molecular, con la
identificaciéon de las enzimas CTX-M15, CTX-M2, SHV-12 y
SHV-1.

El andlisis comparativo de los patrones de ADN de K.
pneumoniae obtenidos por REP-PCR resultdé con poca

Kasmera 48(2);248232378. 2020
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variabilidad genética en este estudio. De hecho, de los 35
agislados de K. pneumoniae, 23 cepas fueron
indistinguibles genéticamente, agrupados en lo que se
denomind el genotipo B, y otros 6 genéticamente
idénticos conformaron el genotipo A. El genotipo B, el mds
predominante, fue enconfrado en los centros
asistenciales publicos y el privado incluidos en el estudio.
Segun los criterios de Tenover y col 12 los resultados
sugieren que el genotipo B se disemina clonalmente y
pudiese ser responsable de un brote.

Diversas investigaciones evidencian la existencia de
clones internacionales o epidémicos de K. pneumoniae
en todo el mundo que estdn disemindndose o estdn
involucrados en brotes ©. Por ejemplo, Baildn vy
Sacsaquipeen el 2013 €, encontfraron que de 7 cepas de
K. pneumoniae analizadas por epidemiologia molecular,
5 de ellas presentaron el mismo patrén genético, lo que
sugiri¢ la diseminacién de un clon. Por su parte, Braias y
col 24 encontraron en un hospital de Madrid que el ST11
era el clon mds predominante entre las cepas de K.
pneumoniae productoras de carbapenemasas, mientras
que Gonzdlez y Nieves (22) reportaron que los clones de K.
pneumoniae ST60y ST1261 productoras de BLEE causantes
de un brote y disemindndose en el Hospital Universitario de
Los Andes en Venezuela. Otros estudios han mostrado
resultados confrarios como Falco y col. en el 2017 (12),
quienes con el método de REP-PCR demostraron la
presencia de K. pneumonige productores de
carbapenemasas tipo KPC con diferentes genotipos en
dos Hospitales puUblicos de Venezuela, especificamente,
en los estados Zulia y Carabobo. Por ofra parte, Falco y
col. 17, comprobd la existencia de genotipos distintos a
través de la secuencia tipo multi-locus(MLST).

Es importante destacar que el genotipo B, ademds de
ser clonal, presenté los diferentes fenotipos de resistencia
(BLEE, KPC, MBLs, AmpC), sugiriendo la diseminacién
clonal del microorganismo con cualquiera de los
mecanismos enzimdticos de resistencia a p-lactdmicos.
Adicionalmente, de acuerdo a los andlisis estadisticos no
se observd asociacion entre los genotipos y los
mecanismos de resistencia.

El andilisis de los factores clinicos epidemiolégicos
mostréd que las infecciones por K. pneumoniae resistentes
a R-lactdmicos predominaron en pacientes entre 14 a 60
anos con significancia estadistica (p<0,05), siendo el
genotipo B el mds diseminado en esta poblacién. Los
resulfados obtenidos son contrarios a ofras investigaciones
en las que se ha asociado K. pneumoniae como la causa
de brotes de infeccién, aislado mayormente en muestras
de hemocultivos de neonatos con diagndstico de sepsis
(6.28) Sin embargo, otros estudios han demostrado que la
edad avanzada es factor de riesgo de infeccion y muerte
por cepas de K. pneumoniae productoras de
carbapenemasas (22,

En la presente investigacion, el 60% de los aislados de
K. pneumoniae infectaron pacientes del género
femenino, con significancia estadistica (p<0,05), y el
genoftipo B fue enconfrado con mayor frecuencia. Los
resultados coinciden con un estudio en Colombia, que
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con andlisis multivariado mostré que las mujeres y los
pacientes con enfermedad cardiovascular de base,
principalmente hipertensién arterial, y con exposicién
previa a ceftriaxona y carbapenemos, tienen mayor
probabilidad de adquirir infeccidon por K. pneumoniae
resistente a B-lactdmicos (9. Otros estudios han reportado
que la exposicibn a antibidticos p-lactédmicos,
fluoroquinolonas y aminoglucédsidos representan un factor
de riesgo a infeccién por K. pneumoniae productoras de
carbapenemasas 22,

El mayor nUmero de muestras en las que se reportd K.
pneumoniae fue en secreciones de heridas, lo que
coincide con otros estudios 89, Asimismo, el genotipo B fue
predominante en secreciones de heridas, resultado
concordante con otras investigaciones que han revelado
la existencia de clones de K. pneumoniae asociados con
infecciones especificas (2227 Por otra parte, se encontrd
que K. pneumoniae resistente a p-lactédmicos fue mds
frecuente en los centros asistenciales publicos y en
pacientes hospitalizados y con predominio del genotipo
B, resultado que era de esperarse, ya que diversos estudios
han demostrado la alta relacién del microorganismo con
infecciones intrahospitalarias y en las unidades de
cuidados intensivos (22:31),

El presente estudio presentd varias limitaciones, una de
ellas fue el acceso para la obtencién de muestras de los
CA publicos, lo que afectd el nUmero de muestras
procesadas con respecto a su capacidad de atencién.
Por otra parte, no fue posible comprobar por biologia
molecular la presencia de los genes de resistencia
responsables de la produccién de carbapenemasas y p-
lactamasas. Asimismo, no se practicaron otras técnicas de
epidemiologia molecular como MLST que permitieran
determinar la presencia de clones especificos en los
aislados de K. pneumoniae resistentes a p-lactédmicos.

En conclusion, los resultados obtenidos muestran que
existe una diseminacién de un genotipo predominante
resistente a antibidticos p-lactdmicos en los CA del Estado
Aragua. Asimismo, los hallazgos del estudio tienen un
aporte importante para establecer medidas de confrol de
la diseminacion de cepas de K. pneumoniae productoras
de KPC, MBLs, BLEE y AmpC en los CA del Estado Aragua.
Por otra parte, el conocimiento de los porcentajes de
cepas productoras de BLEE y la alta resistencia a
carbapenemos por producciéon de MBL y KPC, permitirdn
un manejo adecuado de la antibioticoterapia, evitando
el uso de antibidticos P-lactdmicos en aislados de K.
pneumoniae que puedan provocar fallas de tratamiento.

Finalmente, se recomienda extender el estudio a los
centros asistenciales del estado, de manera prospectiva
con diversas técnicas de epidemiologia molecular con
mayor capacidad discriminatoria, que  permitan
confirmar las relaciones genéticas, asi como la deteccion
de los genes bla responsables de la resistencia a
antibidticos p-lactdmicos.
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