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Resumen

Objetivo: Determinar los mecanismos de resistencia antibiética y la epidemiologia molecular de aislados clinicos de Klebsiella pneumoniae resistentes a carbapenémicos.
Materiales y métodos: 30 aislados multirresistentes de K. pneumoniae fueron obtenidos a partir de: urocultivo, aspirado traqueal, secreciéon de herida, sonda
vesical, hemocultivo, liquido peritoneal, punta de catéter, coleccién abdominal y secrecion bronquial. Los aislados fueron colectados de noviembre de 2012 a
abril de 2013. La identificacion y susceptibilidad antibiotica fue determinada por el sistema automatizado VITEK 2. Para la amplificacién de genes de resistencia
se empled PCR, la determinacion de las Secuencias Tipo (ST) fue obtenida por tipificacion multilocus de secuencias (MLST) y la relacion clonal fue establecida por
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE).

Resultados: Todos los aislados mostraron fenotipos multirresistentes, excepto a colistina y tigeciclina. El 100% de los aislados fue productor de la carbapenemasa KPC-
2. La determinacion de la presencia de genes codificantes de B-lactamasas de Espectro Extendido mostré que el 67% de los aislados fue positivo para el gen bla.,, .
el 100% fue positivo para el gen bla,, y 93% fue positivo para el gen bla,.,,. El analisis de la relacion clonal de los 30 aislados agrup6 a 20 en un mismo pulso tipo. El
analisis por MLST demostrd que la ST predominante fue ST258 presente en el 60% de la poblacién, seguida de ST1199 presente en el 20% de la poblacion analizada.
Conclusiones: Los resultados obtenidos demuestran la importancia de implementar y combinar estudios epidemioldgicos, clinicos y moleculares para comprender
la distribucion de la resistencia entre bacterias de interés clinico.
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Clonal dissemination of KPC-2 in carbapenem resistant Klebsiella pneumoniae

Abstract

Objective: To determine the mechanism of antibiotic resistance and molecular epidemiology of carbapenem resistant isolates of Klebsiella pneumoniae.
Materials and Methods: 30 multidrug resistant isolates of K. pneumoniae were obtained from urine culture, tracheal aspirate, wound secretion, bladder catheter,
blood culture, peritoneal fluid, catheter tip, abdominal collection, and bronchial secretion. K. pneumoniae isolates were collected between November 2012 and
April 2013. Identification and susceptibility were determined by the VITEK 2 system. Resistance genes were identified by PCR, sequence type (ST) was established
by multilocus sequence typing (MLST), and clonal relationship was defined by pulsed field gel electrophoresis (PFGE).

Results: All isolates were multidrug resistant and susceptible to colistin and tigecycline. 100% of isolates produced KPC-2 carbapenemase. This study detected
Extended Spectrum B-Lactamases enconding genes. 67% of isolates were positive for bla_,, ,,, 100% were positive for bla,,, and 93% of isolates were positive for
bla,,,. Analysis of the clonal relationship clustered 20 isolates in the same clonal complex. Multilocus sequence typing showed the predominant sequence type ST
258 in 60% of population. ST 1199 were present in 20% of bacterial population.

Conclusion: Molecular epidemiology, clinical research and molecular biology studies improve understanding of mechanisms of resistance distribution among
bacteria of clinical interest.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, carbapenem resistance, multilocus sequence typing, ST 258.

Los B-lactamicos son los antibidticos mas utilizados en el tra-
tamiento de infecciones causadas por bacterias, destacandose
los carbapenémicos. Este grupo de antimicrobianos es comun-
mente utilizado como Ultimo recurso en el tratamiento de in-

Introduccién

Klebsiella pneumoniae es una de las enterobacterias mas co-
munmente asociada con infecciones adquiridas en la comu-

nidad y en el hospital. Es el bacilo gram negativo clinicamente
mas importante caracterizado por su alto grado de multirre-
sistencia. Es un patdgeno oportunista ya que afecta, en su
mayoria, a pacientes debilitados. Klebsiella pneumoniae es
responsable de infecciones al tracto urinario, tracto respira-
torio, infecciones intraabdominales, bacteriemia y neumonia’.

fecciones en pacientes criticos. En los Ultimos afios, las bacterias
han desarrollado multiples mecanismos de resistencia contra
estos antimicrobianos, como: alteraciones en la permeabilidad
de la membrana externa por pérdida de porinas, presencia de
bombas de flujo, hiperproduccion de B-lactamasas tipo Amp-C
y produccion de enzimas inactivadoras?.
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En la produccion enzimatica, las enzimas mas relevantes son
las carbapenemasas tipo KPC, NDM, IMP, VIM y OXA. Estas
enzimas son capaces de hidrolizar a los antibidticos carbape-
némicos, inactivando su efecto contra los microorganismos.
La produccién de estas enzimas es considerada el principal
mecanismo de resistencia contra este importante grupo de
antibioticos y es producido principalmente por miembros de
la familia Enterobacteriaceae®.

El reciente aumento de enterobacterias resistentes a carbape-
némicos (ERC) ha dejado a los médicos con opciones limitadas
de tratamiento para combatir infecciones bacterianas. La en-
zima KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemasa) producida
principalmente por K. pneumoniae convierte a esta bacteria
en uno de los patdgenos ERC mas ampliamente diseminado y
asociado con altas tasas de morbilidad y mortalidad*.

La carbapenemasa KPC es una enzima presente en plasmidos
y pertenece a la Clase A de la clasificacion de Ambler. Fue re-
portada por primera vez en Estados Unidos en 1996 y en pocos
afos se disemind por todo el mundo, observdndose en varias
especies de bacilos gram negativos?.

La diseminacién de Klebsiella pneumoniae resistente a carba-
penémicos es causado por clones epidémicos o por difusion
horizontal de elementos genéticos moviles como plasmidos,
transposones y secuencias de insercién (Sl). Su rapida disemina-
cion, la convierte en una verdadera amenaza a la salud publica>

Materiales y Métodos

Poblacion de estudio

De noviembre de 2012 a abril de 2013 fueron obtenidos 30
aislados no duplicados de Klebsiella pneumoniae resistentes a
carbapenémicos. Los aislados clinicos fueron obtenidos de di-
ferentes casas de salud de las ciudades de Quito y Guayaquil.
Todos los aislados fueron determinados por identificacion de
la morfologia de las colonias sobre placas de agar Eosina Azul
de Metileno (BBL™), pruebas bioquimicas y tarjetas VITEK®
2 GN ID (bioMérieux, Inc.). La identificacidon bacteriana por
pruebas bioquimicas fue adicional a la identificacion por el
método automatizado VITEK 2. Los aislados bacterianos se
conservan a temperatura ambiente y en congelacion forman-
do parte de la Coleccién Bacteriana-Quito Catdlica (CB-QCA).
El comité de ética eximio a este estudio de revision por cuan-
to se trabajé Unicamente con aislados bacterianos.

Prueba de Susceptibilidad antimicrobiana

Las pruebas de susceptibilidad a los antibidticos de todos
los aislados analizados empled el sistema automatizado VI-
TEK2® (bioMérieux, Inc.). Las tarjetas AST-N272 fueron em-
pleadas en la determinacion de la concentracién inhibitoria
minima (CIM), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los antimicrobianos probados fueron: Ampicilina/Sulbactam
(SAM); Piperacilina/Tazobactam (TZP); Cefoxitina (FOX); Cef-
tazidima (CAZ); Ceftriaxona (CRO); Cefepima (FEP); Doripe-

nem (DOR); Ertapenem (ETP); Imipenem (IPM); Meropenem
(MEM); Amicacina (AMK); Gentamicina (GEN); Ciprofloxacina
(CIP); Tigeciclina (TGC) y Colistina (COL).

La susceptibilidad y puntos de corte de cada antibidtico pro-
bado fue interpretado con el manual del Instituto de Normas
Clinicas y de Laboratorio (CLSI M100 2018)®. Para la suscep-
tibilidad antibidtica a la colistina y tigeciclina se emplearon
los puntos de corte del Comité Europeo para Pruebas de
Susceptibilidad Antimicrobiana (EUCAST) y de la Adminis-
tracién de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA),
respectivamente. Las cepas ATCC 25922 de Escherichia coli y
ATCC 27853 de Pseudomonas aeruginosa se utilizaron como
control interno de las pruebas de susceptibilidad.

Los aislados clinicos que mostraron una reduccién en la sus-
ceptibilidad de alguno de los carbapenémico probado (Imi-
pinem CIM 4 pg/mL, meropenem CIM 4 pg/mL y ertapenem
CIM 2ug/mL) fueron considerados como posibles producto-
res de carbapenemasas.

Deteccion de genes de resistencia a antibiéticos

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) fue desarrolla-
da para la deteccion de genes que codifican B-lactamasas de
Espectro Extendido BLEE (bla.,, ,, bla,,, y bla,, )"y carbape-
nemasas (bla,,, bla,,, bla,,, bla,.,, and bla,,,)**".

Los productos de amplificacion fueron enviados a purificar y
secuenciar a la empresa Macrogen Inc., Corea del Sur. Los re-
sultados del secuenciamiento fueron alineados y analizados
en el programa Geneious Pro 5.6.4. y comparadas con se-
cuencias obtenidas a partir de la base de datos del GenBank
por Blast (http://www.ncbi.nIm.nhi.gov/blast).

Genotipificacion por Pulsed Field Gel Electrophoresis
(PFGE)

La preparacion del ADN cromosomal de los aislados clinicos
de Klebsiella pneumoniae sigui6 el protocolo estandarizado
por la red internacional PulseNet de los Centros para el Control
y Prevencién de Enfermedades (CDC) (https://www.cdc.gov/
pulsenet/pdf/ecoli-shigella-salmonella-pfge-protocol-508c.
pdf). El protocolo empleado es el recomendado en la subtifi-
cacién de E. coli 0157:H7, E. coli Non-0157, Salmonella, Shigella
sonnei y Shigella flexneri. Para la normalizacién y comparacién
exacta de las imagenes del gel obtenido por Campo Pulsado
se empled como estandar la cepa sugerida por PulseNet In-
ternacional: Salmonella serovar Braenderup (H9812). Los frag-
mentos obtenidos producto de la digestion con la enzima de
restriccion Xbal fueron comparados con la cepa estandar. Los
patrones de restriccion fueron analizados por el software Bio-
Numerics Seven (Applied Math, Sint-Maten-Latem, Belgium).

Tipificaciéon multilocus de secuencias (MLST)

Los aislados fueron analizados siguiendo el protocolo des-
crito para la tipificacion multilocus de secuencias (MLST) de
K. pneumoniae de la pagina web (https://bigsdb.pasteur.fr/
klebsiella/). Para el estudio fueron empleados siete genes
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conservados housekeeping: gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB
y tonB. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con los
perfiles alélicos disponibles en la pagina web MLST de Kle-
bsiella pneumoniae del Instituto Pasteur en Paris, Francia. El
numero alélico que confiere la secuencia tipo (ST) fue deter-
minada para cada secuencia obtenida por PCR Tabla 1.

Resultados

Poblacion de Estudio

Los 30 aislados bacterianos no duplicados de Klebsiella
pneumoniae procedieron de: urocultivo (n=5), aspirado tra-
queal (n=5), secrecién de herida (n=5), sonda vesical (n=4),
hemocultivo (n=4), liquido peritoneal (n=2), punta de catéter
(n=2), coleccion abdominal (n=1), trasplante renal (n=1) y se-
crecién bronquial (n=1) Figura 1.

Pruebas de Susceptibilidad antimicrobiana

En la deteccion de la susceptibilidad antibidtica por el sistema
automatizado VITEK2® el 100% de los aislados bacterianos
fue resistente a los 3 carbapenémicos probados (ertapenem,
meropem e imipenem). Todos los aislados mostraron resis-
tencia a todos los antibidticos probados excepto a colistina
y dos (6 %) aislados fueron resistentes a tigeciclina Tabla 2.

Deteccion de Genes de Resistencia a antibioticos
Todos los aislados bacterianos amplificaron el gen bla,,.. La
variante alélica identificada por secuenciamiento fue KPC-2.

En la amplificacion de genes que codifican carbapenemasas
ninguln aislado mostro la presencia de los genes bla,,, bla,,,
ybla,,, En dos aislados (6 %, 2/30) se amplificé el gen bla .
La variante alélica fue OXA-1

De los 30 aislados analizados, (67 %, 20/30) fueron positivos
para el gen bla_, ,,, (100%, 30/30) fueron positivos para el gen
blag,,y 28 (93 %, 28/30) fueron positivos para el gen bla,,,.

El 63% (19/30) de los aislados presenté amplificacion simulta-
nea de 3 genes que codifican para BLEE: bla ;.1 € 30%
(9/30) de los aislados mostraron la amplificacion simultdnea
de 2 genes codificantes de BLEE: bla ., un aislado mostro
la combinacion de los genes BLEE bla g, .,y un aislado mos-
tré la presencia de un solo gen BLEE: blay,,, Figura 1.
Genotipificacion por Electroforesis en Gel de Campo
Pulsado (PFGE)

El dendrograma obtenido a partir de los 30 aislados clinicos
de Klebsiella pneumoniae analizados mostré diseminacion
clonal. El dendrograma reveld 7 pulsotipos: PT1 (5 aislados),
PT2 (20 aislados) y PT3 a PT7 (con un aislado cada uno). Los
aislados que pertenecian al mismo grupo (PT2) clonal mos-
traron una relacion entre ellos de méas de 98.8% de similitud
segun el andlisis obtenido con el Coeficiente de Sorensen-
Dice como indicador de similitud de los patrones de bandas
Figura 1.

Tabla 1. Genes housekeeping y cebadores empleados para Tipicacion Multilocus de Secuencias (MLST) de Klebsiella pneumoniae

Tamaio
Primer Secuencia (5- 3°) productos Tm (°C) Funcién
PCR
rpoB-F GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGGCGAAATGGCWGAGAACCA Subunidad beta de
la ARN polimerasa, la
ipels rpoB-R TTGTGAGCGGATAACAATTTCGAGTCTTCGAAGTTGTAACC 1iie =0 cual es el centro activo
gapA-F GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTATGAAATATGACTCCACTCACGG Gen codificante para
apA 706 50 Gliceraldehido
gap 3 —fosfato
gapA-R TTGTGAGCGGATAACAATTTCCTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT s
mdh-F GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACCCAACTCGCTTCAGGTTCAG
mdh 800 50 Codifica Malato
deshidrogenasa
mdhR TTGTGAGCGGATAACAATTTCCCGTTTTTCCCCAGCAGCAG
pgi-F GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC »
P 610 50 Codifica Fosfoglucosa
pgi-R TTGTGAGCGGATAACAATTTCCGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT isomerasa
phoE-F GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG
phoE 646 50 Fosforina E
phoE-R TTGTGAGCGGATAACAATTTCTGATCAGAACTGGTAGGTGAT
infB-F GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACTCGCTGCTGGACTATATTCG
infB 506 50 Factor de .|r’1|C|aC|on de
infB-R TTGTGAGCGGATAACAATTTC CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC la traduccién 2
tonB-F GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTACTTTATACCTCGGTACATCAGGTT Transductor de energia
tonB 583 50 periplasmico
tonB-R TTGTGAGCGGATAACAATTTCATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG
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PFGE-Xbal misT
. . . Tipo de . . .
N M H Rislade Origen del Aislado e Afio  Localidad BLEE gopA inf8 moh pgi phof rpe8 ten8 ST
[1I0) )N coaca3sto  secrecionherids — KPc:2 2012 Guayaquil TEM,SHV,CDOM 3 3 1 1 1 1 79 258
|| | | |]]| ce-aca3sat  Hemocultivo KPC-2 2012 Quito  TEM, SHV 3 301 1 1t 1 7 s
E | I ce-ocazsie Urocultive KPC2 2012 Guayaquil TEMSHv.Ccém 3 3 1 1 1 1 1 859
- 3 | IVl coacasssr sondavesica WPC2 2012 Quito TEMSHV.CGM 3 3 1 1 1 1 79 258
| | H” CB-OCA3S20  Sondavesical KPC2 2012 Quito  TEMSHV.CTCM 3 3 1 B0 1 1 79 1850
| TOEIE FIII caacassss  mspiradotraquedl  KPC2 2012 Quto TEM,SHV,CXM 3 3 1 1 1 6 79 1199
- IUEL P caacassn  secreciénneriss  kpc2 2012 uite Tew,Shv I3 1 1 1 6 1 1%
| PELID DU Y ceacassss  aspiradotaqueal  KPC2 2012 Quito TEM, SHV 303 101 1 6 1 1
- 1R LD Y ceacassae  urocutive KWPC2 2012 Guayagul TEMSHV,CVM 3 3 1 1 1 1 79 258
| TELRL FILI d ceacasszs  vrocutive KPC2 2012 Guayagull SHV, CT-M 33 11 1 1T s
N - TUREL DL §ceacassas  aspiradotraqueal  KPC2 2012 Guayaguil TEM,SHV,CXM 3 3 1 1 1 1 79 258
N FUI LI coacassan  secrecionherids  kpc2 2012 Guayagul TemSHv,coem 3 3 1 1 1 61 19 1%
y - LLRELIT CB-QCA3S3L  sondavesical KPC2Z 2012 Guayaquil TEM,SHv,chem 3 3 1 1 1 1 79 258
M 1T cpacassor — colinvasbdomiosl  xpc2 2012 Guayaoul TEM,SHG,CXM 3 3 1 1 1 &7 7 1
[l coacazsnr  Hemocultivo KPC2 2012 Guayaquil TEM, SHY 303 101 1 1 o7 58
Il ceaca3ses  Uiouidoperitoneal  KPC2 2012 Guayaguil TEM,SHV,CYM 3 3 1 1 1 1 79 258
| ]| cB-aca3sos  Puntadecatéter  KPC2 2012 Guayagull SHV 3 03 1 1 1 1 1™ 5
|||l cBacA3stl  secrecbnbronquial  KPC2 2012 Guayagull TEM,SHV,CTGM 3 3 1 1 L 1 79 25
[ cBaca3s13  secreciénberids  KPC-2 2012 Guayaquil TEM, SHV 3003 1 1 1 1 7 s
= ||| cBaca3sis  Pumadecaéter  KPC2 2012 Quite  TEM,SHV 3003 1 1 1 1 1" 188
1 | || caacazsos  urocutivo KPC2 2012 Guayagul TEM,SHV,C(M 3 3 1 1 1 1 79 258
l I IEB-Q(ASSUS Aspirado traqueal  KPC-2 2012 Guayaguil TEM, SHV 3 i1 1 1 1 ] 258
sl | | ]| |EB-Q|‘_A3523 Sonda vesical KPC-2 2012 Guayaguil TEM, SHY 3 3 11 1 1 " 258
- | LV FHHIE ceacassss  Herida KPC2 2013 Quito  TEMSHVCTHOwa 2 6 1 3 &8 1 1§ 42
e | [[IELLIE LRl coocassse  Trasplanterensl kG2 2013 Quito  TEMSHV,CRM 3 3 1 1 1 1 79 258
— L R s.ocassy  aiadoraquesl KC2 2012 Quto TEMSHWCXM 2 L 1 10 1 1 75 108
. — [ LLLHE LI caacassos  viuidoperitoneal  KPC2 2012 Guayagull TEMSHV,CTXM 3 3 1 1 1 1 79 25
— | - rocultivo - uayaqui ,
b AL caaca529  wro KPC2 2012 Guayagull TEM, SHV 303 11 1 & B um
- (B-CAIS37  Hemocultivo WPC2 2013 Quito  TEM,SHV,CIEM 10 1 155 1 24 1 264 1758
[ T W
W WEELE TIEE TN csacassar  vrocuttivo RPC2 2013 Quito  TEMSHUCTRORA 2 1 1 1 10 4 1B 25

Figura 1. Dendrograma obtenido con el programa BioNumerics 7.0 donde se observa la relacion clonal de cada uno de los aislados
de Klebsiella pneumoniae productores de KPC-2, su origen, tipos de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y secuencia tipo (ST)

obtenidas por tipificacién multilocus de secuencias (MLST).

Tipificacion multilocus de secuencias (MLST)

El estudio demostré que la secuencia tipo predominante fue
ST258 encontrada en el 60% (18/30) de los aislados estudia-
dos de Klebsiella pneumoniae productoras de KPC. La segun-
da secuencia tipo mas abundantes fue ST1199 presente en
el 20% (6/30) de los aislados. Se determinaron secuencias
Unicas ST1758, ST25, ST859, ST1088, ST42 y ST1850 Figura 1.

Discusion

Klebsiella pneumoniae es la principal enterobacteria produc-
tora de la enzima carbapenemasa KPC, el mecanismo mas
importante de resistencia a los carbapenémicos. El presente
estudio trabajo con 30 aislados resistentes a carbapenémicos
y los resultados revelaron que el mayor nimero de aislados
resistentes fueron obtenidos a partir de muestras de uroculti-
vo, aspirado traqueal y secrecién de herida. Esto indicaria una
mayor exposicion a factores de riesgo de contraer bacterias
resistentes como Klebsiella pneumoniae. A este patdgeno se le
atribuye una amplia gama de infecciones en el tracto urinario,
respiratorio, en la sangre, asociadas a la atencion en salud®.

Los aislamientos de Klebsiella pneumoniae resistentes a carba-
penémicos por la produccién de la enzima KPC estan relaciona-
dos con altas tasas de morbilidad y mortalidad. Estudios demos-
traron que los aislados de K. pneumoniae que adquieren genes

que codifican la produccidon de estas enzimas aumentaron la
gravedad de las infecciones al complicar los tratamientos™.

La variante KPC-2 fue el alelo predominante del gen blg,,..
Esta variante estuvo presente en los 30 aislados analizados
en el estudio. Su importante presencia se puede explicar por
la facilidad de transmision intraespecifica que se presenta
entre los miembros de la especie Klebsiella pneumoniae.

Los 20 aislados agrupados en el pulsotipo PT2, que se observa
en el dendrograma obtenido por electroforesis en gel de cam-
po pulsado, pusieron en evidencia diseminacion clonal. Los ais-
lados involucrados provenian de dos ciudades del pais: Quito
y Guayaquil, con la participacion de diferentes instituciones de
salud. Para la ciudad de Guayaquil, los aislados procedian de
dos instituciones y para la ciudad de Quito de tres instituciones.
A pesar de la separacion geografica que existe entre las dos
ciudades de estudio, la dispersion del clonal fue eficiente.

En paises como: Colombia, Brasil, Estados Unidos, Argenti-
na, Puerto Rico, Grecia, Israel y China, KPC es considerada
endémica, gracias a su habilidad de propagacion. En Argen-
tina, la emergencia de KPC que registrd este pais se debid
a dos patrones importantes de dispersion de resistencia: la
propagacion del gen bla,, a través del plasmido pK048 y la
dispersion clonal de la secuencia tipo ST258.
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Tabla 2. Susceptibilidad antimicrobiana de aislados clinicos de Klebsiella pneumoniae.

Identificacion CaIEe g g g § § § :g é é § g g § :g

£ £ £ E £ E E E E E £ £ E E

CB-QCA 3501 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R|[>264| R |>264| R |[264|R|[264]|R >8 R|216 R |[>216| R | 264 | R |[216| R >4 R 2 S |205(S
CB-QCA 3502 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R | 264 R | 264 | R | 264 | R |264|R 28 R|216 R |[>216| R | 264 | R |[216| R >4 R 4 I | <05]| S
CB-QCA 3503 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R|[>264| R |>264| R |[264|R|[264]|R >8 R|216 R |[>216| R | 264 | R |[216| R >4 R 2 S |205(S
CB-QCA 3504 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R| 264 | R | 264 | R | 264 | R |264| R 28 R|216 R |[>216| R | 264 | R |[216| R >4 R 4 I | <05]| S
CB-QCA 3505 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R|[2>264| R|264| R 32 R 16 R 4 R| 216 R 8 R|264| R |216| R >4 R 2 S |205(S
CB-QCA 3508 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R | 264 R | 264 | R | 264 | R |264|R 28 R|216 R |[>216| R | 264 | R |[216| R >4 R 2 S |=<05(S
CB-QCA 3509 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R|[>264| R |>264| R |[264|R|[264]|R >8 R|216 R |[>216| R | 264 | R |[216| R >4 R 2 S |205(S
CB-QCA 3510 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R | 264 R | 264 | R | 264 | R |264|R 28 R 8 R[>216| R | 264 R |[216]| R >4 R 2 S |=<05(S
CB-QCA 3511 | K. pneumoniae + 232 | R |[2128 | R 16 R | 264 | R 32 R 4 R >8 R 8 R|[>216| R | 264 | R |[216| R >4 R 2 S |205(S
CB-QCA 3513 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R | 264 R | 264 | R | 264 | R |264|R 28 R 8 R 8 R|=>264| R |216| R >4 R 4 I | <05]| S
CB-QCA 3514 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R|[>264| R|264| R |[264|R|[2>264]|R >8 R| 216 R 8 R|>264| R |216| R >4 R 2 S |205(S
CB-QCA 3517 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R| 264 R | 264 | R | 264 | R |264|R 28 R|216 R |[>216| R | 264 | R |[216| R >4 R 2 S |=<05(S
CB-QCA 3518 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R|[>264| R|>264| R |[264|R|[2>264]|R >8 R|216 R |[>216| R | 264 | R |[216| R >4 R 4 I | <05]| S
CB-QCA 3519 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R| 264 R | 264 | R | 264 | R |264|R 28 R|216 R |[>216| R | 264 | R |[216| R >4 R 2 S |=<05(S
CB-QCA 3520 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R|[>264| R |2>264| R |[264|R|[264]|R >8 R|216 R |[>216| R | 264 | R |[216| R >4 R 2 S |205(S
CB-QCA 3521 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R| 264 R | 264 | R | 264 | R |264|R 28 R|216 R |[>216| R | 264 | R |[216| R >4 R 2 S |=<05(S
CB-QCA 3522 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R| 264 R | 264 | R |[264| R |264|R >8 R|216 R |[>216| R | 264 | R |[216| R >4 R|28|R[<05]|S
CB-QCA 3523 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R| 264 | R | 264 | R | 264 | R |264|R 28 R|216 R |[>216| R | 264 | R |[216| R >4 R 2 S |=<05(S
CB-QCA 3524 | K. pneumoniae + 232 | R 2128 | R 16 R | 264 | R 32 R 4 R >8 R 8 R|[>216| R | 264 R |[216]| R 2 I 1 S |205(S
CB-QCA 3525 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R | 264 R | 264 | R | 264 | R |264|R 28 R 8 R 8 R|>264| R |216| R >4 R 2 S |=<05(S
CB-QCA 3526 | K. pneumoniae + 232 | R |[2128 | R|[>264| R |[>264|R | 264 R |[2>264]|R >8 R 8 R|[>216| R | 264 | R |[216| R >4 R 2 S |205(S
CB-QCA 3527 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R | 264 R | 264 | R | 264 | R |264|R 28 R|216 R |[>216| R | 264 | R |[216| R >4 R 2 S |=05(S
CB-QCA 3528 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R|[>264| R|2>264| R |[264|R|[264]|R >8 R 8 R|[>216| R | 264 | R |[216| R >4 R 2 S |205(S
CB-QCA 3529 | K. pneumoniae + 232 | R| 2128 | R| 264 R | 264 | R | 264 | R |264|R 28 R|216 R |[>216| R | 264 | R |[216| R >4 R 2 S |=<05(S
CB-QCA 3530 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R|[>264| R|2>264| R |[264|R|[264]|R >8 R|216 R |[>216| R | 264 | R |[216| R >4 R 2 S |205(S
CB-QCA 3531 | K. pneumoniae + 232 | R [2128 | R 16 R|264| R |[264| R |264|R 28 R 8 R 8 R|=>264| R |216| R >4 R 2 S |=<05(S

<

CB-QCA 3533 | K. pneumoniae + 232 R |[2128 | R 16 R|264| R |[264]|R 32 R 4 R|216 | R |[216| R 8 S|=216| R 24 R 05 S |205(S
CB-QCA 3537 | K. pneumoniae + 232 | R [ 2128 | R 16 R | 264 | R 32 R 4 R 28 R 8 R|[>216| R | 264 | R |[216]| R 2 I 1 S |=05(S
CB-QCA 3541 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R|[2>264| R|264| R |[264|R|[264]|R 4 R|[216| R |[216| R 32 | 216 | R 24 R|[28| R [=205]S
CB-QCA 3546 | K. pneumoniae + 232 | R | 2128 | R | 264 R | 264 | R | 264 | R |264|R 28 R|216 R |[>216| R | 264 | R |[216| R 24 R 2 S |=05(S

CB-QCA: Coleccion Bacteriana-Quito Catolica; KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemasa; (+): positivo; (-): negativo; CIM: Concentracién Inhibitoria Minima; S:
sensible; I: intermedio; R: Resistente; SAM: ampicilina/sulbactam; TZP: piperacilina/tazobactam; FOX: cefoxitina; CAZ: ceftazidima; CRO: ceftriaxona; FEP: cefepime;
DOR: doripenem; ETP: ertapenem; IPM: imipenem; MEM: meropenem; AMK: amicacina; GEN: gentamicina; CIP: ciprofloxacina; TGC: tigeciclina; COL: colistina.
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La incidencia de enterobacterias resistentes a carbapenémicos
(ERC) ha aumentado notablemente en todo el mundo duran-
te la Ultima década. Durante el aflo 2008 paises como Colom-
bia, Argentina, Uruguay y Brasil experimentaron incrementos
considerables de microorganismos KPC positivos, alcanzando
porcentajes de hasta 800%'. Los reportes demostraron que la
variante enzimatica producida por estos aislados fue KPC-2. La
variante también es comun en otros paises de Latinoamérica,
diseminandose entre aislamientos de la misma especie y espe-
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cies diferentes. KPC ha sido identificada en diversas especies
bacterianas como Enterobacter spp., Escherichi coli, Salmonella
spp., Acinetobacter spp. y Pseduomonas spp.?.

KPC-3 es la segunda variante mayormente reportada y se
asocia también con aislados resistentes a carbapenémicos™.
La variante KPC-3 y KPC-2 difieren en un solo aminoacido
(H272Y). Asi, el reporte de esta variante en estudios similares
realizados en Latinoamérica puede deberse a eventos muta-
cionales y propagacion clonal®.
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A nivel mundial, la propagacién de la carbapenemasa KPC, se
explica a través de la asociacion del gen bla,,. ,a un elemen-
to genético importante: el transposdn Tn4401. El transposon
Tn44017 se relaciona con una amplia variedad de plasmidos
que varian en tamafo, naturaleza y estructura. En la mayoria
de los casos, los plasmidos son autotransferibles, principal-
mente a miembros de la especie Escherichia coli?, contribu-
yendo, aln mas, con la propagacion de estas enzimas. En la
actualidad, estas plataformas génicas se identifican en nu-
merosas enterobacterias, incluyendo el género Salmonella y
bacilos gram negativos no fermentadores del género Pseu-
domonas". Los plasmidos identificados y asociados con el
gen bla,,_y el transposén Tn4407 llevan a su vez genes que
confieren resistencia a penicilinas, cefalosporinas, monobac-
tdmicos, inhibidores de betalactamasas, aminoglucésidos y
fluoroquinolonas’@.

El éxito epidemioldgico del ST258 ha sido relacionado con
factores cromosémicos y plasmidicos, mas alla de la resisten-
cia a antibidticos. Estos factores estarian incrementando la
aptitud de la cepa bacteriana y proporcionando una ventaja
que favorece su prevalencia. La propagacién de K. pneumo-
niae productora de KPC se explicaria por su asociacion a un
tipo de secuencia multilocus ST258 y sus variantes relacio-
nadas. Estos aislados estan distribuidos alrededor del mun-
do por diseminacion de clones, donde ST258 ha alcanzado
un estado epidémico. A pesar de su baja virulencia, las altas
tasas de mortalidad que exhibe este clon se relacionan con
fracaso terapéutico debido a los altos niveles de resistencia a
multiples farmacos™.

La secuencia tipo ST258 circula en mas de 20 paises del
mundo y es miembro del grupo clonal GC258. Este grupo
clonal alberga varios tipos de secuencias vinculados con bro-
tes. Esto sugiere que estas cepas pueden compartir carac-
teristicas genéticas que las predispone a la patogenicidad o
a un incremento en la transmisibilidad. Se presume que el
surgimiento de este patégeno emergente es el resultado de
eventos de recombinacidon homologa que derivo en el clon
hibrido ST258 de Klebsiella pneumoniae compuesto de un
80% del genoma de ST11y 20% del genoma de ST442%,

La segunda secuencia tipo reportada con mayor frecuencia
en la poblacién de estudio fue ST1199. Estudios afirman que
ST512 y ST1199 son el resultado de mutaciones puntuales
de ST258. ST1199 forma parte del linaje de ST258 y se en-
cuentran estrechamente relacionadas formando parte de un
mismo grupo ancestral®.

Un solo aislado presenté el ST25. Esta secuencia tipo se ca-
racteriza por formar parte de la poblacién de ST que cuentan
con aislados bacterianos hipervirulentos e hipermucosos y se
diferencia de las poblaciones conformadas por ST11y ST258
asociadas a multirresistencia. Otros miembros de la poblacion
hipervirulenta comprenden ST23, ST86, ST65 y ST375. El estu-
dio no reporto la presencia de este tipo de secuencias, como
ST23, cuyos aislados exhiben fenotipos hipermucoviscosos'.

Informes recientes revelaron la convergencia de virulencia y
resistencia antimicrobiana. Este fendmeno da como resulta-
do de transferencia de genes mediada por plasmidos y la
aparicion de cepas hipervirulentas y multirresistentes de Kle-
bsiella pneumoniae. Estas bacterias son identificadas como
ST11y han sido reportadas en China, lo que plantea un peli-
gro en la aparicion de nuevos organismos hibridos?'.

El estudio también reporté cinco casos Unicos de ST: 1850,
1088, 42, 1758 y 859. Estudios relacionados con estas se-
cuencias tipo no fueron encontrados.

Las opciones en el tratamiento de infecciones causadas por
microorganismos ERC son limitadas porque la resistencia a
multiples familias de antibiéticos es mediada por una varie-
dad de mecanismos de resistencia. En el Ecuador, el trata-
miento de microorganismos resistentes como K. pneumoniae
se basa en aspectos como: el tipo de resistencia que presenta
la bacteria, la aplicacién de dosis maximas de cada farmaco
utilizado y el tiempo requerido de tratamiento (10 — 14 dias),
segun la evolucion clinica del paciente. En el Ecuador, la te-
rapia antibiética combinada es empleada con los siguientes
farmacos: carbapenémicos (imipenem, meropenem), polimi-
xinas (colistina), glicilciclinas (tigeciclina), aminoglucésidos
(amikacina), fosfomicina y/o rifampicina®. La combinacion de
tratamientos entre polimixina, glicilciclinas y carbapenémicos
es sugerida por autores, gracias a los resultaron favorables
observados contra aislados resistentes'%,

Las polimixinas son importantes agentes antimicrobianos
para el tratamiento de infecciones por bacterias Gram nega-
tivas resistentes. La microdilucién es el método de referencia
empleado en la determinacion de la susceptibilidad antibié-
tica. Métodos automatizados como Vitek-2 han demostrado
errores importantes en la obtencién de la susceptibilidad de
este antibidtico. Sin embargo, para analisis de aislados de
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y otras enterobacte-
rias, el sistema Vitek-2 mostré un mejor rendimiento en la
obtencion de la CIM comparado con los resultados obteni-
dos para bacilos Gram negativos no fermentadores como
Pseduomonas aeruginosa. Estudios sugieren que todos los
aislados resistentes a colistina por Vitek 2 deben ser con-
firmados a través del método de referencia: por microdilu-
cion. La precision en la obtencion de la susceptibilidad de los
métodos automatizados auin no esta clara®.

Ante la prevalencia de patdégenos productores de carbape-
nemasas, el uso de tratamientos alternativos como: cefto-
lozano/tazobactam, ceftazidima/avibactam o meropenem/
vaborbactam promueven el ahorro de carbapenémicos em-
pleados en el tratamiento de infecciones resistentes. Estas
nuevas alternativas terapéuticas no han sido implementa-
das en el pais®®. Estos medicamentos han demostrado una
eficiente accién contra la sintesis de la pared celular bac-
teriana y una alta estabilidad contra la hidrélisis producida
por betalactamasas?®.
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A pesar de la autorizacién de uso y reconocida eficacia de
estos antibidticos en otros paises de la regién, en Ecuador, el
posicionamiento terapéutico de estos nuevos antimicrobia-
nos es nulo?. La terapia combinada sigue siendo el principal
sistema de control de infecciones resistentes.

La produccién de carbapenemasas puede ser identificada a
través de pruebas fenotipicas implementadas en los labo-
ratorios de microbiologia. Debido a la versatilidad de estas
enzimas, hasta la fecha, no existe una sola prueba fenotipica
con la suficiente capacidad de deteccion y diferenciacién de
todos los tipos de enzimas que existen. En la actualidad, el
uso de plataformas moleculares basados en reaccién en ca-
dena de la polimerasa constituye la técnica mas confiable de
deteccién de este tipo de enzimas. La elevada especificidad y
sensibilidad, y el poco tiempo requerido, hacen de las técni-
cas moleculares las mas apropiadas?®°.

El estudio del funcionamiento de los factores de resistencia y
su diseminacion permitird una mejor comprensién de la epi-
demiologia molecular de Klebsiella pneumoniae productora
de KPC. Esto ayudara en la implementacion de medidas efec-
tivas para su control y prevencion. Los resultados obtenidos
demuestran la importancia de implementar y combinar es-
tudios clinicos, moleculares y epidemiolégicos que permitan
entender de manera precisa la distribucion de la resistencia
entre las bacterias.

La salud publica requiere herramientas de deteccién rapidas,
completas y eficaces que ayuden a rastrear y generar informa-
cién oportuna para el control de las infecciones. Un adecuado
conocimiento de la epidemiologia molecular y los principales
mecanismos de resistencia que exhiben las bacterias propor-
cionan adecuadas guias en el tratamiento de las infecciones.
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