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Resumen

Introduccion: Klebsiella pneumoniae produce enzimas como Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE) y Carbapenemasas. Estas enzimas tienen implicancia
en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), porque posibilitan la supervivencia de especies bacterianas a condiciones desfavorables y por ende, facilitan su
permanencia en ambiente intrahospitalario. Existe evidencia de presencia de Klebsiella pneumoniae en UCI, en muestras procedentes de: pacientes, personal de
salud, habitacién, lavamanos y formulas nutricionales.

Objetivo: Evaluar el perfil de resistencia de los aislamientos de Klebsiella pneumoniae en una UCI de Paraguay.

Material y métodos: Estudio descriptivo observacional, transversal. Se recolectaron 200 muestras (124 férmulas enterales, 40 ambiente y 36 pacientes).

Variables analizadas: origen de muestra, presencia del germen, produccion de enzimas y perfil de resistencia.

Resultados: Se aislé Klebsiella pneumoniae en 14% de las muestras. Se identific al germen en: 25% pacientes, 12,9% férmulas enterales y 7,5% ambiente. Se
observo produccién de BLEE en 85,7% de las cepas, con perfiles de resistencia idénticos, y produccion de carbapenemasas en 14,3% de las cepas, con perfiles de
resistencia diferentes.

Conclusion: la presencia y los perfiles de resistencia de Klebsiella pneumoniae en las tres clases de muestras estudiadas, sugieren transferencia de genes de resis-
tencia y diseminacion del germen en UCI.

Palabras clave: antibiéticos, cuidados intensivos, nutricion enteral.
Antimicrobial resistance profile of samples with Klebsiella pneumoniae from an Intensive Care Unit in Paraguay.

Abstract

Introduction: Klebsiella pneumoniae produces enzymes such as Extended Spectrum Betalactamases (ESBL) and Carbapenemases. These enzymes have implica-
tions in Intensive Care Units (ICU), because they enable the survival of bacterial species under unfavorable conditions and, therefore, facilitate their permanence
in the hospital environment. There is evidence of the presence of Klebsiella pneumoniae in the ICU, in samples from: patients, health staff, room, sink, and nutri-
tional formulas.

Objective: To evaluate the resistance profile of Klebsiella pneumoniae isolates in an ICU in Paraguay.

Material and methods: descriptive, observational, cross-sectional study. 200 samples were collected (124 enteral formulas, 40 ambient and 36 patients).
Variables analyzed: sample origin, presence of the germ, enzyme production and resistance profile.

Results: Klebsiella pneumoniae was isolated in 14% of the samples. The germ was identified in: 25% patients, 12.9% enteral formulas and 7.5% environment. Pro-
duction of ESBL was observed in 85.7% of the strains, with identical resistance profiles, and production of carbapenemases in 14.3% of the strains, with different
resistance profiles.

Conclusion: the presence and resistance profiles of Klebsiella pneumoniae in the three classes of samples studied, suggest transfer of resistance genes and disse-
mination of the germ in ICU.

Key words: anti-bacterial agents, critical care, enteral nutrition.

1 Unidad de Terapia Intensiva Adultos (UTI-A) del Hospital Regional de Coro-
nel Oviedo "Dr. José Angel Samudio” (HRCO), Caaguazu, Coronel Oviedo,
Paraguay. https://orcid.org/0000-0003-2018-7290

2 Instituto Regional de Investigacion en Salud (IRIS) de la Universidad Na-
cional de Caaguazl (UNCA). Caaguazu, Coronel Oviedo, Paraguay. https://
orcid.org/0000-0001-8058-9369

* Autor para correspondencia.

Correo electrénico: cristelkennedy@gmail.com
Direccién postal: Avenida Juan E. O'Leary ¢/ Ruta 8, CP 3300, Coronel Oviedo,
Paraguay.

Recibido: 12/06/2020; Aceptado: 26/08/2020

Como citar este articulo: C.I. Kennedy-Cuevas, et al. Perfil de resistencia
antimicrobiana de los aislamientos de Klebsiella pneumoniae en una Unidad
de Cuidados Intensivos de Paraguay. Infectio 2021; 25(2): 84-88
http://dx.doi.org/10.22354/in.v25i2.924



Perfil de resistencia antimicrobiana de los aislamientos de Klebsiella pneumoniae en una Unidad de Cuidados Intensivos de Paraguay

Introduccién

Klebsiella pneumoniae es una especie de bacterias Gram (-), de
morfologia bacilar, que pertenece al orden Enterobacterales'?.

Dos de los principales mecanismos de resistencia que desa-
rrollan los bacilos de Klebsiella pneumoniae son la produccién
de enzimas Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE) y
de enzimas Carbapenemasas. Las primeras, son capaces de
inhibir la accion de cefalosporinas, penicilinas y monobacta-
micos; y las segundas, son efectivas para generar resistencia
contra todos los betalactdmicos, incluyendo carbapenémi-
cos, cefalosporinas, penicilinas y monobactamicos'>.

De acuerdo a un estudio SMART (Study for Monitoring An-
timicrobial Resistance Trends), en América Latina hubo una
elevacion considerable del nimero de casos de infecciones
nosocomiales causadas por microorganismos productores
de BLEE, hecho que se tradujo en aumentos de tasas de mor-
bimortalidad y de gastos para Salud Publica. Estos incremen-
tos, se deben por un lado, a que el cuadro clinico que oca-
siona este tipo de gérmenes puede comprometer multiples
sistemas (como circulatorio, digestivo, respiratorio, urinario
e inclusive tejidos blandos) y por otro lado, a que la terapia
antibiotica previa juega un rol fundamental (puesto que en
pacientes medicados con antibidticos como cefepime, cef-
triaxona, ciprofloxacina e imipenem, la mortalidad se elevaria
de 27,3% a una cifra de hasta 51,3%)"*>.

Los mecanismos de resistencia bacteriana, tienen implicancia
en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), a raiz de que
estos mecanismos junto con otros atributos adaptativos, son
los que favorecen la supervivencia de las especies bacteria-
nas como Klebsiella pneumoniae a condiciones desfavorables
y consecuentemente, posibilitan su permanencia en el am-
biente intrahospitalario’.

En la actualidad no solo existe evidencia del aislamiento de
Klebsiella pneumoniae en muestras de pacientes criticos, sino
también en: personal de salud, habitacién de pacientes, lava-
manos y formulas nutricionales, de UCI67:89,

Debido a lo expuesto, este estudio tiene como objeto eva-
luar la presencia y el perfil de resistencia de Klebsiella pneu-
moniae, en distintos tipos de muestras de una UCI, con la
finalidad de valorar la permanencia del germen en el servicio.

Material y Método

Diseiio y muestra

Este es un estudio observacional descriptivo, de corte trans-
versal. El tipo de muestreo realizado fue no probabilistico, de
casos consecutivos. Los datos se recopilaron entre los meses
de octubre y diciembre del afio 2019, en la Unidad de Cuida-
dos Intensivos para adultos, del Hospital Regional de Coronel
Oviedo "Dr. José Angel Samudio™.

Fueron incluidas todas las muestras que provenian de la UCI.
Se recolectaron muestras de pacientes criticos (muestras bio-
l6gicas de los internados en cuidados intensivos), de férmulas
enterales (nutricién enteral administrada a los pacientes, antes
de cumplir 1 hora desde el inicio de su administracion) y de
ambiente interno (area de la UCI donde habitan los pacientes).

Respecto a las muestras bioldgicas, fueron incluidas todas las
muestras de pacientes mayores de 18 afos que ingresaron
a la UCI estudiada, que poseian informacién correctamente
documentada en las fichas clinicas (datos personales, histo-
ria clinica y datos bioquimicos; como fecha y origen de cada
muestra de cultivo realizado). Ademas, de los tres tipos de
muestras analizadas, fueron excluidas las muestras con los
aislamientos de otra especie bacteriana diferente a Klebsiella
pneumoniae.

Procesamiento de muestras

Para el andlisis bioquimico de las muestras de pacientes, se
realizaron cultivos (de: punta de catéter, liquido cefalorra-
quideo, orina, sangre y secrecién traqueal), utilizando como
medio agar MacConkey.

Para evaluar las férmulas enterales se utilizaron placas tipo Pe-
trifilm especificas para enterobacterias y en los casos positivos,
se realizd reaislamiento en placas Petri con agar MacConkey.

Y para analizar el ambiente de la UCI, se usé la técnica de
exposicion de agar, en donde se ubicaron las placas tipo Petri
(con agar MacConkey en su interior) en zonas estratégicas de
la unidad, siendo expuestas durante un periodo de 3 horas,
para luego cerrarse y ser trasladadas al laboratorio.

En las tres clases de muestras, cuando se observd crecimien-
to microbiano, se efectuaron pruebas bioquimicas (Citrato,
LILA, M.L.O., O.N.P.G, Phe, S.LM., TSI, V.P. y Ureasa); para
determinar si se trataba de Klebsiella pneumoniae.

En las muestras en donde se identificé a la especie Klebsiella
pneumoniae, se llevaron a cabo pruebas de sensibilidad, con
los siguientes antibioticos: amikacina, amoxicilina clavuléni-
co, ampicilina, cefazolina, cefoxitina, ceftazidima, ceftriaxona,
colistina, gentamicina, imipenem, meropenem, piperacilina
tazobactam y trimetoprima sulfametoxazol.

Las pruebas de sensibilidad se realizaron con el método de
disco difusion de Kirby- Bauer, en agar Mueller-Hinton. Para
determinar el perfil de resistencia se tuvo en cuenta los pun-
tos de corte establecidos en el Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute CLS/ (2018) .

Finalmente, para la deteccion de produccion de enzimas, se
utilizaron los métodos de doble disco y disco combinado
(empleando cefalosporinas de tercera generacién y amoxici-
lina clavulanico) para las BLEE y el Método de Inactivacion de
Carbapenémicos (MIC), para las carbapenemasas.
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Analisis de datos obtenidos

Los datos fueron cargados en planilla electronica Microsoft Offi-
ce Excel 2017©. Para el procesamiento estadistico, dichos datos
se exportaron al paquete de software estadistico STATA 14.0®
(Stata Corporation, College Station, Texas, USA). Las variables se
expresaron utilizando frecuencias absolutas y relativas.

Resultados

Se procesaron un total de 200 muestras, de las cuales; 124
(62%) correspondian a férmulas de nutricion enteral, 40 (20%)
provenian del ambiente interno de UCI y 36 (18%) pertene-
cian a pacientes criticos. Se constato presencia de Klebsiella
pneumoniae en 28 (14%) Al clasificar los aislamientos, segun el
origen de la muestra, se observé crecimiento del germen en 9
(25%) de las muestras de pacientes criticos (subtipo de mues-
tra: 3 de orina, 3 de secrecién traqueal, 2 de sangre, 1 de liqui-
do cefalorraquideo), en 16 (12,9%) de las muestras de férmu-
las enterales y 3 (7,5%) de las muestras del ambiente de UCI
(Tabla 1). Luego, se interpretaron las pruebas de sensibilidad a
los antimicrobianos y se obtuvieron los siguientes porcentajes
de resistencia: 100% a amoxicilina clavulanico, cefazolina, ce-
foxitina, ceftazidima y ceftriaxona, 89,3% a gentamicina, 14,3%
a imipenem, meropenem y piperacilina tazobactam, 7,1% a
trimetoprima sulfametoxazol y 3,5% a amikacina.

Posteriormente, al evaluar la producciéon de enzimas, se
constatd produccion de enzimas tipo BLEE en 24 (85,7%) de
las muestras y produccion de enzimas tipo carbapenemasas
en 4 (14,3%) de las muestras. La distribucién de estos por-
centajes, acorde a la procedencia de las muestras, se detalla
en la Figura.

Ademas, se hizo una comparacion de la respuesta a los anti-
bidticos entre las muestras de pacientes, férmulas enterales
y ambiente de UCI; con presencia de Klebsiella pneumoniae
productora de BLEE. En donde en todas las muestras se ob-
servaron perfiles con una respuesta comun; resistencia a:
amoxicilina clavulanico, cefazolina, cefoxitina, ceftazidima,
ceftriaxona y gentamicina.

Por ultimo, en los aislamientos con produccion de carbape-
nemasas (de pacientes), se obtuvieron tres perfiles de res-
puesta antimicrobiana diferentes. El primero, Multidrogore-
sistente (MDR) en 2 (7,15%) aislamientos, con resistencia a:
amoxicilina clavulanico, cefazolina, cefoxitina, ceftazidima,
ceftriaxona, imipenem, meropenem, piperacilina tazobac-
tam. El segundo, también MDR en 1 (3,57%) aislamiento, con
perfil idéntico al primero, pero con la adicién de resistencia

a: trimetoprima sulfametoxazol. Y el tercero, Pandrogoresis-
tente (PDR) en 1 (3,57%) aislamiento, con resistencia a: todos
los antibioticos probados.

Discusion

En esta investigacion se aisld Klebsiella pneumoniae en las
tres clases de muestras analizadas de la UCI (pacientes cri-
ticos, férmulas enterales y ambiente interno), resultado que
se asemeja a los reportes de otros estudios. Como los in-
formes de crecimiento de Klebsiella pneumoniae en cultivos
de pacientes bajo cuidados intensivos'®121314 |os reportes
de aislamiento de coliformes y/o Klebsiella pneumoniae en
férmulas nutricionales”®'>%; y los informes de deteccion de
enterobacterias y/o Klebsiella pneumoniae en centros hospi-
talarios y habitacion de pacientes de UCI®",

La presencia de Klebsiella pneumoniae en las distintas clases
de muestra, sugiere una diseminacion y una probable colo-
nizacién del germen en la UCI estudiada, conjetura que es
coherente con la de diversos trabajos, en donde refieren co-
lonizacion por Klebsiella pneumoniae en UCl y otros servicios
hospitalarios'®192°,

Respecto al perfil de resistencia antimicrobiana de los gérme-
nes aislados, en este estudio se constatd mayor resistencia a
cefalosporinas (cefazolina, cefoxitina, ceftazidima y ceftriaxo-
na); resistencia que es cotejable con otros analisis realizados
en Unidades de Cuidados Intensivos, donde se observaron
resistencias de hasta 74 y 74,3% a las cefalosporinas'®?'. Ade-
mas, en esta investigacién, se obtuvo una resistencia elevada
a gentamicina; resultado que es comparable con un estudio
que hallé resistencia a gentamicina de hasta 62,4%*', pero
que difiere con otros trabajos, donde el porcentaje superior
de sus aislamientos, fue sensible a este antibidtico'>31.

En el caso de la resistencia a cefoxitina, en las cepas de Kleb-
siella pneumoniae aisladas, la misma pudo haberse presenta-
do, como consecuencia de mecanismos como la impermea-
bilidad de la membrana externa y/o la génesis de enzimas
betalactamasas tipo AMP-C?223,

Por otro lado, la alta resistencia a gentamicina, pudo haber-
se ocasionado, gracias a la trasferencia horizontal de genes
de resistencia. Ya que acorde investigaciones, la resistencia a
gentamicina en enterobacterias es generalmente plasmidica
y puede adquirirse a través de plasmidos conjugativos, a par-
tir de bacterias ambientales no patdgenas o cepas clinicas,
portadoras de los mismos24252¢,

Tabla 1. Frecuencia de los aislamientos de Klebsiella pneumoniae en UCI

Pacientes criticos Férmulas enterales Ambiente de UCI Total de muestras
Variables
] % ] % ] % n %
Ausencia del germen 27 75 108 87.1 37 92.5 176 88
Presencia del germen 9 25 16 129 3 7.5 28 12
TOTAL 36 100 124 100 40 100 200 100
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TOTAL —
Ambiente de UCI 0
12.5
0

Férmulas enterales 66.66

Pacientes criticos 20.83

=KPC =BLEE n= 28 (BLEE= 24, KPC= 4)

Figura. Mecanismos de resistencia de los aislamientos de Klebsiella
pneumoniae en UCI (%)

En cuanto a la sensibilidad de los microorganismos analiza-
dos, la mayor sensibilidad se presentd al aplicar amikacina,
sensibilidad que es similar a la de estudios hechos en UCI,
que hallaron Klebsiella sensible a este antibidtico en cifras
desde 88% hasta 100%'*'%. Secundariamente, en este estudio
se observé alta sensibilidad a: trimetoprima sulfametoxazol,
imipenem y meropenem, respuesta que es semejante a la
de otros trabajos, donde se obtuvieron porcentajes de sen-
sibilidad de 55,5% hasta 77% al aplicar trimetoprima sulfa-
metoxazol 12,14 y cifras superiores al 70% de sensibilidad al
examinar los carbapenémicos' '3,

La obtencion de una elevada sensibilidad a amikacina, pero
alta resistencia a gentamicina, es comprensible; debido a que
la efectividad de gentamicina como antibidtico, puede verse
afectada por una mayor cantidad de mecanismos de resis-
tencia bacteriana, que el antimicrobiano amikacina®.

Referente a la produccién de enzimas, en esta investigacion
se obtuvo un alto nimero de Klebsiella pneumoniae produc-
tora de BLEE, al igual que en andlisis efectuados en Hospita-
les de paises; como Argentina, Chile, Cuba y Per(>10122021.27.28,
Ademas, todas las cepas de Klebsiella pneumoniae BLEE de
este estudio, presentaron respuesta comun a los antibioticos
examinados, comportamiento que podria deberse a la dise-
minacién clonal entre los aislamientos’@.

Curiosamente en este trabajo, la produccién de carbapene-
masas, solo se observd en muestras procedentes de pacien-
tes. Este hallazgo podria fundamentarse, en las mutaciones
de genes cromosémicos o la adquisicion de mecanismos
plasmidicos, que las bacterias manifiestan cuando se en-
cuentran en el organismo de pacientes que reciben antibié-
tico terapia mal dirigida (empleo de antimicrobianos que los
microorganismos son capaces de resistir, gracias a procesos
de presion selectiva)®.

Entre las limitaciones de este estudio, se podria mencionar
a la técnica empleada para recolectar las muestras ambien-
tales, dado a que a pesar de que esta técnica es sencilla de

efectuar y de bajo costo, es una técnica con una sensibilidad
limitada y también porque puede alterarse a causa de fac-
tores externos, que sean capaces de influenciar en el creci-
miento de microorganismos, dentro del medio seleccionado.

Se considera recomendable, para profundizar aiin mas, sobre
las resultantes de esta investigacion, la realizacion de analisis
de nivel molecular, con el fin de verificar la relacién clonal de
los aislamientos y los genes que codifican para betalactama-
sas y carbapenemasas.

No obstante, los aportes de este estudio, son significati-
vos como para colaborar con el recinto involucrado en los
siguientes aspectos: a) alertar a la institucién sobre la de-
teccién de patdégenos MDR Y PDR b) dar hincapié para que
se refuercen los protocolos de desinfeccién y de manejo del
plantel de la Unidad c) promover a que el personal médico
direccione mejor la terapia antibidtica aplicada en pacientes
criticos; y consecuentemente d) reducir el crecimiento de la
especie bacteriana analizada.

Para concluir, se resalta que; si no se aplican de manera
efectiva las medidas de higiene y prevencién pertinentes, el
servicio de UCI se convierte en un escenario predispuesto
para la aparicién de microorganismos resistentes, debido a
la conjuncion de tres factores, que actlan como determinan-
tes en la transferencia de genes de resistencia bacterianos.
El primero, un entorno con condiciones propicias para el
intercambio genético, debido a que el ambiente de UCI es
considerado un punto critico, por su posible alta densidad
de bacterias, fagos y plasmidos®; el segundo, un medio de
proliferacion ideal, como lo son las féormulas nutricionales,
las cuales por tener proteinas, humedad y temperatura me-
dia, pueden favorecer a la replicacion bacteriana; y el Gltimo
factor, la presencia de un huésped susceptible, como lo son
los pacientes criticos, los cuales frecuentemente suelen estar
inmunocomprometidos, con terapia antibidtica previa y/o
en tratamiento con antibidticos de amplio espectro, lo cual
podria potenciar la patogenicidad del germen y facilitaria su
multi-resistencia.

Responsabilidades éticas

Esta investigacidon cuenta con la autorizacion de los directi-
vos del Hospital Regional de Coronel Oviedo Dr. “José Angel
Samudio” y de su Departamento de Investigacién. Ademas,
el protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica
de la Facultad de Ciencias Médicas, de la Universidad Nacio-
nal de Caaguazu (Dictamen N°: 15/19).

Proteccidon de personas. Las autoras de esta investigacién
declaran que para la elaboracion de este estudio no se efec-
tuaron experimentos en humanos ni en animales.

Confidencialidad de datos. Ambas autoras declaran, que se
han cumplido los protocolos de su centro de trabajo y que en
funcion a la proteccion de la confidencialidad, al almacenar
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