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RESUMEN

La resistencia a los antibidticos constituye uno de los problemas mas relevantes
de salud publica en todo el mundo. Esta situacion puede llevar a la pérdida de uno de
los mayores avances de la medicina: el uso de antibidticos para prevenir y tratar
infecciones microbianas. En el afio 2015, este problema fue declarado como una crisis
por diversas instituciones de salud autorizadas, incluyendo la Infectious Diseases
Society of America, los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades
(CDC) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

Las Enterobacterias productoras de carbapenemasas representan la mayor
amenaza a nivel mundial. Las carbapenemasas son potentes enzimas que inactivan los
antibidticos carbapenémicos y en general, a todos los antibi6ticos betalactdmicos. Las
consecuencias para el tratamiento de las infecciones causadas por estas bacterias son
relevantes, ya que los carbapenemes son una de las Ultimas opciones disponibles para

bacterias multirresistentes.

Esta investigacion tuvo como objetivos determinar la presencia de los genes de
carbapenemasas blaKPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemasa) y blaNDM (New
Delhi Metalobetalactamasa) en aislamientos de Klebsiella pneumoniae del Hospital
General San Juan de Dios de la ciudad de Guatemala, caracterizar el tipo de muestra y
definir el servicio del hospital donde se aislaron este tipo de bacterias. Se utilizo el
método molecular de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) punto final. El

estudio fue descriptivo, prospectivo con un muestreo por conveniencia.

Se analizaron 54 aislamientos de Klebsiella pneumoniae resistentes a
carbapenemes (imipenem y/o meropenem), de éstos, 49 (91 %), fueron portadoras del
gen blaNDM. Esto demuestra la diseminacién que han tenido estas bacterias
multirresitentes desde el primer caso reportado en el hospital General San Juan de Dios.
En 5 aislamientos (9 %) de Klebsiella pneumoniae resistentes a imipenem y/o
meropenem no se detectd ninguno de los genes investigados: blaNDM y blaKPC.

Klebsiella pneumoniae portadora del gen blaNDM se aislé con mas frecuencia en



muestras de sangre (37%) y orina (14%). Este resultado concuerda con las
publicaciones a nivel mundial en donde las infecciones méas frecuentes por estas
bacterias son las causadas en sangre (septicemias) y orinas (infecciones urinarias). En
concordancia con otros estudios, los servicios de intensivos son los méas afectados por la
presencia de bacterias portadoras de carbapenemsas. En esta investigacion, el 53% de
cepas de Klebsiella pneumoniae portadoras del gen de carbapenemasa blaNDM fue

aislada de pacientes en estos servicios.

Los resultados de este estudio demuestran que Klebsiella pneumoniae portadora
del gen blaNDM se ha diseminado dentro del hospital General San Juan de Dios, desde
el primer caso reportado hace 5 afios, poniendo en riesgo de muerte a los pacientes,
especialmente a los hospitalizados en los servicios de intensivos. Por lo que se
recomienda implementar tecnologia de biologia molecular en el laboratorio clinico del
hospital General San Juan de Dios, que permita realizar en forma répida y precisa el
diagnostico y vigilancia de las principales enfermedades infecciosas y de mecanismos
de resistencia bacteriana. Asi mismo, recomendar el cumplimiento de las normas
estandar de higiene y bioseguridad en todos los servicios del hospital, para tratar de

detener la diseminacion de bacterias productoras de carbapenemasas.
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I. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud declaro, en abril del 2014, que la resistencia a
los antimicrobianos es una crisis a nivel mundial. Un problema importante y muy
preocupante es la aparicion y diseminacion de Enterobacterias productoras de
carbapenemasas. (Horcajada, Torre-Cisneros, Pefia, & Farifias, 2014). Estos
microorganismos causan infecciones asociadas a tasas altas de mortalidad, con frecuencia
contienen otros genes de resistencia, por lo que las opciones de tratamiento son muy limitadas
y tienen el potencial de diseminarse rapidamente, ya que las Enterobacterias son una causa

comun de infecciones intrahospitalarias y de la comunidad. (CDC, 2015)

Esta investigacion tuvo como objetivo determinar la presencia de los genes de
carbapenemasas blaxpc (Klebsiella pneumoniae carbapenemasa) y blanom (New Delhi
Metalobetalactamasa) en aislamientos de Klebsiella pneumoniae del Hospital General San

Juan de Dios de la ciudad de Guatemala.

La bacteria seleccionada para este estudio fue Klebsiella pneumoniae, ya que es una
causa importante de infecciones nosocomiales, principalmente neumonias y septicemias en
recién nacidos y en pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos. Para la
deteccion de los genes blaxrec y blanpwm, que codifican para las carbapenemasas KPC y NDM
respectivamente, se utilizd la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) punto
final. Este estudio es de los pocos en los que se han aplicado técnicas moleculares para la
deteccion de genes especificos en aislamientos bacterianos del Hospital General San Juan de
Dios. Esta investigacion tuvo algunas limitaciones, dentro de las mas importantes esté el no
contar con un laboratorio de biologia molecular dentro de las instalaciones del area de
microbiologia del Hospital General San Juan de Dios, por lo que los procedimientos se
realizaron en una institucion externa. Otra limitacion fue la recoleccion completa de datos
demograficos, clinicos y epidemiologicos de los pacientes.

Los resultados obtenidos en este estudio seran de beneficio para los pacientes y el

personal del Hospital General San Juan de Dios de la ciudad de Guatemala, principalmente



porque apoyan la aplicacion de las recomendaciones hechas por la OPS en los afios 2012 y
2014 ante la transmision de este tipo de bacterias multirresistentes, en donde los laboratorios
de microbiologia son la primera linea de contencion a través de la deteccion oportuna de los
mecanismos de resistencia bacteriana, lo que permitird determinar la magnitud del problema

y asi orientar las medidas de control. (Organizacion Panamericana de la Salud, 2012).



II. ANTECEDENTES

A. Carbapenemasas

1. Definicién

Las carbapenemasas son potentes enzimas de la familia de las betalactamasas,
presentes en bacterias Gram negativo, que hidrolizan, y por lo tanto, inactivan a los
antibidticos del grupo de los carbapenemes (imipenem, meropenem, doripenem y
ertapenem). Estas enzimas ademas, son capaces de hidrolizar casi todos los antibidticos
betalactamicos, representando la familia mas versatil de las betalactamasas. (De la Lastra,
Virginia., Ulloa Teresa., Pinto Eugenia., Eugenia., Mario., & Francisco., 2010) (Tzouvelekis,
Markogiannakis, Psichogiou, Tassios, & Daikos, 2012)

Las consecuencias para el tratamiento de las infecciones causadas por bacterias
productoras de carbapenemasas son relevantes, dado que practicamente no hay alternativas

terapéuticas, ya que los carbapenemes son la ultima linea de defensa. (Doyle et al., 2012)

2. Origen y transmision

El disefio de los antibiodticos carbapenémicos estd inspirado por el producto natural
tienamicina, producido por el actinomiceto del suelo Streptomyces catleya. De hecho, los
carbapenemes y el acido olivanico son potentes betalactamasas naturales que se han
encontrado en fuentes diversas. Debido a la presencia de estas moléculas en el suelo, es logico
esperar que las enzimas que las dregradan sean producidas por otros microorganismos del
suelo como Bacillus cereus y Bacillus anthracis, bacterias en las cuales se ha confirmado
la presencia de metalobetalactamasas, las cuales les confieren ventaja selectiva para crecer
en el ambiente. Se ha descrito también que las carbapenemasas cromosomales estan
involucradas en mecanismos de sintesis y defensa de la pared celular bacteriana. (Queenan

& Bush, 2007)



Diversos estudios han buscado los genes que codifican para las carbapenemasas en
bacterias del ambiente. Por ejemplo, la carbapenemasa clase A SFC-1 fue encontrada en un
aislamiento de Serratia fonticola. Los genes de las carbapenemasas tipo OXA han sido
encontrados como componentes naturales de los cromosomas de varios bacilos Gram
negativo no fermentadores. Asi como se han encontrado estas enzimas en ambientes
naturales, la primera carbapenemasa encontrada en un aislamiento clinico fue la VIM-2, de
una Pseudomonas pseudoalcaligenes, del sistema de aguas residuales de un hospital.
Investigaciones posteriores encontraron dos cepas de P. aeruginosa con este gen. Todos
estos hallazgos parecen confirmar que los genes de las carbapenemasas proceden en dos
direcciones: los ambientes naturales proveen el material genético y las cepas clinicas
dispersan la informacion, tanto en ambientes hospitalarios, como en la comunidad. (Queenan

& Bush, 2007)

3. Clasificacion

Las carbapenemasas se clasifican en dos familias moleculares mayores, que se
distinguen por el mecanismo de hidrélisis en el sitio activo. En el primer grupo estan las
enzimas que poseen un residuo de serina en el sitio activo, posicion 70, se les llama
serincarbapenemasas. En el segundo grupo, estan las carbapenemasas que en el sitio activo
requieren cationes divalentes, usualmente zinc, como cofactor para su actividad enzimatica
y se denominan metalobetalactamasas. Estas dos familias moleculares, a su vez, se dividen
en tres clases moleculares, segun la homologia de los aminoacidos, de acuerdo a Ambler: las
clases moleculares son A, B y D (Figura 1). En la clase A se agrupan las carbapenemasas:
NMC (not metalloenzyme carbapenemase), IMI (imipenem-hydrolyzing beta-lactamase),
SME (Serratia marcescens enzyme), KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) y GES
(Guiana extended spectrum). Desde el punto de vista estructural, las carbapenemasas de la
clase A son enzimas monoméricas que contienen entre 265 y 269 residuos de aminodacidos,
con masas moleculares entre 25 y 32 kDa. (T. R. Walsh, Toleman, Poirel, & Nordmann,

2005)



En la clase D estan las OXA (oxacillin-hydrolyzing). Las clases moleculares A y D
son serincarbapenemasas. La clase molecular B son metalobetalactamasas y se encuentran
las siguientes enzimas: IMP (active on imipenem), VIM (Verona integron-encoded
metallobetalactamase), NDM (New Delhi metallobetalactamase), SPM (Sao Paulo
metallobetalactamase), GIM (German imipenemase) y SIM (Seoul imipenemase). (T. R.

Walsh et al., 2005)

Figura No. 1. Clasificacion de las carbapenemasas, segiin Ambler

l Carbapenemasas |
l Serincarbapenemasas | lMetanbetaIactamasas |
L

|
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Fuente: (Garcia, 2012)



B. Serincarbapenemasas

Estas carbapenemasas fueron descubiertas hace 20 afios, se han detectado en
Enterobacter cloacae, Serratia marcescens y Klebsiella spp. Las bacterias que expresan
estas enzimas se caracterizan por la reducida susceptibilidad a imipenem, aunque los
resultados de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) pueden estar en un rango de
susceptibilidad intermedia a totalmente resistente. Estas enzimas no pueden detectarse en las
pruebas de susceptibilidad rutinarias. En la clase molecular A de las serincarbapenemasas,
las mayores familias incluyen a las enzimas NMC, IMI, SME y KPC. Todas tienen la
habilidad de hidrolizar a una gran variedad de antibidticos beta lactamicos, que incluyen a
los carbapenemes, cefalosporinas, penicilinas y el aztreonam. Asi mismo, todas son inhibidas
por el acido clavulanico y el tazobactam. Otro miembro de esta familia, la enzima GES, fue
identificada originalmente como una betalactamasa de espectro extendido, pero luego se

observé que tenian una baja, pero medible hidrolisis del imipenem. (Queenan & Bush, 2007)

1. Carbapenemasas tipo KPC

La primera cepa de K. pneumoniae productora de KPC fue aislada e identificada en
el estado norteamericano de Carolina del Norte en 1996. En pocos afios, probablemente a su
gran movilidad genética en plasmidos, los genes responsables (blakec) de la sintesis de esta
enzima se diseminaron ampliamente. Actualmente la enzima KPC es la carbapenemasa de
la clase A més diseminada en el mundo, su presencia ha sido reportada en un ndmero
creciente de enterobacterias y bacilos Gram negativo no fermentadores, pero los informes
siguen predominando en K. pneumoniae donde el clon ST258 ha sido identificado como el
transportador principal para su difusion. Las KPC hidrolizan eficientemente penicilinas,
cefalosporinas y monobactamas, pero son menos eficientes en hidrolizar cefamicinas y
carbapenems, y estan débilmente inhibidas por los inhibidores de betalactamasas. Con
frecuencia las bacterias que albergan KPC expresan otras betalactamasas de espectro
extendido, incluyendo betalactamasas (BLEE) tipo CTX-M (Cefotaximasa-Mdunich), TEM
(Temoniera) y SHV (Sulphydryl Variable). (Munoz-Price & Quinn, 2009)



A través de la deteccion de variantes en un aminodcido simple, se han podido dividir
a las KPC en 12 isoenzimas. La KPC-2 fue identificada en 2003, y es el resultado de una
mutacion en la KPC-1. La KPC-3 fue reportada entre 2000 y 2001 en un brote de Klebsiella

pneumoniae en Nueva York. (Naas et al., 2008)

C. Metalobetalactamasas

Las metalobetalactamasas estan incluidas en la clase molecular B, tienen dos familias
importantes, la VIM y la IMP, y recientemente ha cobrado importancia por su grado de
resistencia la NDM. Estas enzimas también son transferibles porque se encuentran en genes
casetes localizados principalmente en integrones tipo 1 y, en algunas ocasiones, en plasmidos
o transposones. Habitualmente, estas enzimas estan asociadas con otros genes de resistencia,
lo cual les proporciona resistencia a multiples antibidticos. Ademas de los carbapenemes, la
mayoria de estas enzimas hidrolizan cefalosporinas y penicilinas, pero carecen de la
capacidad para hidrolizar el aztreonam. EI mecanismo de la hidrolisis depende de la
interaccion de las betalactamas con iones de zinc en el sitio activo de la enzima, resultantes

en el rasgo distintivo de su inhibicion por EDTA. (Rasmussen & Bush, 1997)

Desde la identificacion inicial de las metalobetalactamasas, una considerable cantidad
de trabajos de secuenciacion ha demostrado alta variabilidad en las secuencias primarias y
en las estructuras moleculares. Actualmente las metalobetalactamasas estan diseminadas en
varias especies bacterianas, tienen un grado mayor de resistencia comparadas con las
serincarbapenemasas y son objeto de una intensa buisqueda en todo el mundo. (Moellering,

2010)
1. Carbapenemasas tipo NDM
En el aflo 2007, una persona de sexo masculino, de 59 afios de edad, residente de

Suecia, viajo a la India, en donde fue hospitalizado en la ciudad de Nueva Delhi, para atender

un absceso en el gluteo. En enero de 2008 fue trasladado a un hospital de Suecia, donde, en



el dia después de la admision, un cultivo de orina mostré un aislamiento de Klebsiella
pneumoniae resistente a multiples antibidticos, incluyendo los carbapenemes. El andlisis de
PCR de esta cepa no pudo detectar genes de metalobetalactamasas conocidos y los estudios
de secuenciacién indicaron posteriormente que la resistencia era debida a un nuevo tipo de
enzima. La nueva metalobetalactamasa se design6 New Delhi Metalobetalactamasa (NDM-
1), ya que los autores del informe creen que la resistencia se origind en la India. (Johnson &
Woodford, 2013). EIl examen molecular del aislado revelé que contenia una nueva
metalobetalactamasa que hidroliza facilmente penicilinas, cefalosporinas y carbapenems
(con la excepcidn de aztreonam). El gen que codifica esta nueva betalactamasa se encontrd
en un elemento genético de 180 kb, era facilmente transferido a otras Enterobacterias y
contenia una variedad de otros determinantes de resistencia, incluyendo un gen que codifica
otra betalactamasa de amplio espectro (CMY-4) y genes que inactivan a eritromicina,
ciprofloxacina, rifampicina y cloranfenicol. Ademas, el gen codifica un mecanismo de
resistencia conocido como bomba de eflujo, por lo que tiene capacidad de causar resistencia
adicional a los antimicrobianos y la presencia de promotores que aseguran la transcripcion

de estos peligrosos genes. (Kumarasamy et al., 2010)

D. Deteccion de las carbapenemasas

1. Concentracion inhibitoria minima (CIM)

La deteccion de la actividad de las carbapenemasas en un cultivo puede ser un reto
para un laboratorio de microbiologia clinica. El primer motivo de sospecha de que una
carbapenemasa estd involucrada en una infeccidon clinica es una CIM elevada de los
carbapenemes. Entre P. aeruginosa cepas con VIM, IMP, GIM, SIM y SPM las CIM de
imipenem se han reportado en la gama de 8 a mayor de 128 pg/ml. Sin embargo, cuando se
transfirieron los genes de estas enzimas en E. coli, el CIM de imipenem fue observado por lo
general mucho inferior, a veces tan bajo como de 0,5 pg/ml. Este efecto de bajo nivel
resistencia transferible, también se ha observado en K. pneumoniae. (Castanheira, Toleman,

Jones, Schmidt, & Walsh, 2004)



La serincarbapenemasa KPC también ha reportado dificultades para ser detectada por
CIM. Generalmente, la KPC esta asociada a una CIM de imipenem tan baja como 2 pg/ml y
con un inoculo bajo en el caldo de microdilucién, pueden obtenerse CIM con valores
susceptibles. Para documentar estas inconsistencias en la deteccion de KPC de Klebsiella
pneumoniae, segun el método de prueba, Tenover y otros (2006), utilizaron 15 cepas bien
caracterizadas como no susceptibles a imipenem y meropenem, para realizar pruebas de
susceptibilidad utilizando lo siguiente: microdilucion en caldo segin la CLSI, Etest,
MicroScan WalkAway, BD Phoenix Sensititre Autoreader, VITEK, and VITEK2. Estos
sistemas automatizados reportaron la susceptibilidad a carbapenem en un rango de 6.7% a
87%, dependiendo del sistema usado. Los resultados de Etest fueron inconsistentes debido
a la presencia de colonias en las zonas de inhibicion. El fallo de los sistemas automatizados
en detectar las cepas productoras de KPC indica la necesidad de implementar nuevas
metodologias. Otra opcion es hacer un tamizaje de las cepas resistentes a meropenem, que
ha resultado mas sensible para detectar este tipo de enzima. Sin embargo, la especificidad se
ve reducida debido a la resistencia por otros mecanismos como BLEE y AmpC. (Tenover et

al., 2006)

2. Pruebas microbiologicas

La prueba de aproximacion de disco con EDTA, se utiliza a menudo como un tamizaje
cepas productoras de metalobetalactamasas. En esta prueba, la zona de inhibicion alrededor
de un disco de antibidtico betalactdmico se altera por la accion del inhibidor en la
metalobetalactamasa del organismo correspondiente. El imipenem, ceftazidima y cefepima
se han utilizado para esta prueba. La sensibilidad con el método de disco de imipenem-EDTA

era 100% para Pseudomonas spp. y 95,7% para Acinetobacter spp. (Arakawa et al., 2000)

En un estudio que compar6 diferentes combinaciones de antibioticos e inhibidores,
se observd que las combinaciones imipenem-EDTA fueron las més sensibles para la

deteccion de metalobetalactamasa que producen Pseudomonas spp y A. baumannii, mientras
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ceftazidima-acido clavulanico con EDTA era el més exacto para K. pneumoniae y cefepima-
acido clavuldanico con EDTA era el mas exacto para E. cloacae y C. freundii, con una

sensibilidad global para este método de 86,7%. (Anderson et al., 2007)

Las tiras de Etest para las pruebas de metalobetaactamasa también estan disponibles
como combinaciones imipenem-EDTA (AB BIODISK, Solna, Suecia). Una prueba positiva
para metalobetalactamasa se interpreta como una disminucién triple o mayor de CMI de
imipenem en la presencia de EDTA. Esta tira de prueba ha reportado una sensibilidad del
94% vy una especificidad del 95%. Sin embargo, resultados falsos negativos han sido
reportados para el Etest cuando un cultivo tenia una CMI de imipenem menor a 4 pg/ml.
También se ha observado que el EDTA utilizado sin combinaciones de antibioticos, tiene una
accion inhibidora frente a algunas bacterias debido a la permeabilizacion de la membrana
externa y puede conducir a resultados falsos positivos. (Timothy R Walsh, Bolmstrom,

Qwirnstrom, & Gales, 2002)

El Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) recomienda realizar el test de
Hodge modificado para la identificacion de carbapenemasas en enterobacterias y bacilos
Gram negativo no fermentadores, que resulten resistentes a los carbapenems en las pruebas
de susceptibilidad antibidtica regulares. El test de Hodge se basa en la capacidad que tiene la
carbapenemasa, presente en la cepa que se utilizard como control positivo, de hidrolizar al
antibidtico del grupo de los carbapenems, favoreciendo o no el crecimiento de la cepa en
estudio. Una de las limitaciones del test de Hodge es que no todas las enterobacterias
productoras de carbapenemasas tienen un resultado positivo en el test de Hodge. Y algunos
resultados positivos se han encontrado en cepas resistentes a los carbapenems, pero que
tienen otros mecanismos de resistencia que no es la produccion de carbapenemasas. Por lo

que la especificidad del test de Hodge presenta resultados variables. (CLSI, 2012)
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3. Pruebas moleculares

Las técnicas moleculares son el estandar de oro para la identificacion precisa de los
genes de las carbapenemasas. La mayoria de estas técnicas se basan en la PCR y puede ser
seguida por una secuenciacion si es necesaria la identificacion precisa del gen (por ejemplo,
tipo VIM, tipo KPC, el tipo NDM o OXA-48). Una prueba de PCR realizada directamente
en las colonias puede dar resultados dentro de 4-6 h (o menos cuando se utiliza tecnologia en
tiempo real) con una excelente sensibilidad y especificidad. Las principales desventajas de
las pruebas moleculares son su costo, la necesidad de microbidlogos entrenados y la
incapacidad para detectar nuevos genes no identificados. La secuenciacion de los genes es
interesante sobre todo para la investigacion y con fines epidemioldgicos. La Identificacion
precisa del tipo de carbapenemasas no se necesita para el tratamiento de pacientes o para la

prevencion de brotes. (Dortet, Poirel, & Nordmann, 2012)

La identificacion del gen de carbapenemasa requiere secuenciacion de la region
codificante entera. La caracterizacion de una nueva betalactamasa no es completa hasta que
se obtiene una secuencia molecular y un andlisis funcional de los perfiles de hidrolisis y de
inhibicién realizados con la proteina purificada. (Cunningham, Noorie, Meunier, Woodford,

& Patel, 2013)

En la actualidad, varias pruebas de PCR multiplex “in-house”, PCR en tiempo real y
ADN “microarray” han sido desarrollados para la deteccion eficiente de carbapenemasas en
enterobacterias. Diversos estudios han publicado los “primer” utilizados en la metodologia
de PCR estandar para detectar todas las familias y subgrupos de carbapenemasas conocidas
hasta el momento. (Doyle et al., 2012) (Kaase, Szabados, Wassill, & Gatermann, 2012)
(Cole, Schuetz, Hill, & Nolte, 2009) (Queenan & Bush, 2007)
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E. Mecanismos de resistencia de las Enterobacterias a los carbapenemes

Ademas de la presencia de las carbapenemasas, en las Enterobacterias puede surgir
la resistencia por dos mecanismos conocidos. EIl primero, la produccién de alto nivel de una
cefalosporinasa cromosomica (AmpC) combinada con una disminucion de la permeabilidad
de la membrana exterior debido a la pérdida o alteracion de porinas. Esto ha sido mostrado
para Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Proteus rettgeri, Citrobacter freundii,
Escherichia coli, y Klebsiella pneumoniae. El segundo mecanismo de resistencia implica
cambios en la afinidad de las enzimas diana, las proteinas de union a penicilina (PBPs) para
carbapenemes. (Yigit et al., 2001)

F. Situacion actual de las carbapenemasas

Hasta principios de la década de 1990, las carbapenemasas fueron descritas como
cromosomicas y especificas de la especie; sin embargo, los elementos genéticos moviles han
dado lugar a la propagacion entre especies, lo que se ha vuelto un problema de interés
mundial. América Latina no es una excepcion y aunque la informacion sobre la prevalencia
de carbapenemasas es escasa, el Programa de Vigilancia Antimicrobiana SENTRY (Red de
laboratorios centinela que vigila la resistencia antimicrobiana de bacterias causantes de
infecciones nosocomiales y de la comunidad) recopil6 informacién de centros médicos que
se encuentran en Argentina, Brasil, Chile y México. Todos los organismos Gram negativo
con MIC = 2 mg/ml a imipenem o meropenem fueron seleccionados para la deteccion de
carbapenemasas. Se detectd blaxpc en 54 (65,9 %) de 85 Klebsiella pneumoniae resistentes
a los carbapenemes. En 2005, Colombia se convirtié en el primer pais latinoamericano en
reportar la presencia de KPC entre Enterobacteriaceae. (Villegas et al., 2006)

Posteriormente se informd en Colombia, la transferencia y difusion de K. pneumoniae
clon ST258 productora de KPC-3. El caso indice fue rastreado a un paciente israeli, que habia
viajado a Colombia, y el clon fue indistinguible del clon involucrado en multiples brotes
nosocomiales en Israel. La KPC también se ha detectado en Brasil, inicialmente en 2006.

Actualmente, ha habido informes de deteccion de KPC en varios hospitales ubicados en todos
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los estados brasilefios, lo que representa una gran dispersion del gen blai,c en todo el pais.

Los estudios de tipificaciéon molecular de K. pneumoniae productora de KPC revelo
no solo la propagacion del clon ST258, sino también de otros que pertenecen a dicho
complejo, sobre todo ST437. En un estudio realizado en 2010 en 12 estados brasilefos, se
registr6 una prevalencia de 15 a 49% de resistencia a la polimixina y tigeciclina,
respectivamente, en aislamientos de K. pneumoniae productoras de KPC. Este informe pone
de manifiesto una grave amenaza para la salud publica, dado que polimixin y tigeciclina se
consideran como la ultima linea contra estos organismos. En 2008, la KPC-2 fue detectada
en K. pneumoniae y Citrobacter freundii, en paciente argentino. Posteriormente, la
propagacion de la ST258 se informd en varios hospitales de Argentina. (Pasteran, 2008).
Recientemente, Cifuentes y otros informaron la primera KPC en Chile en una K. pneumoniae

de un paciente que habia viajado desde Italia. (Maya et al., 2013)

La NDM no fue identificada en América Latina hasta 2011, cuando fue aislada en
Guatemala a partir de dos cepas de K. pneumoniae de pacientes no relacionados entre si.
(Organizacion Panamericana de la Salud, 2011)

En 2013, la NDM se inform6 una vez mas en América Latina, esta vez en Colombia,
en K. pneumoniae de un brote que afectd a seis pacientes neonatales. El analisis molecular
mostrd que todos los aislamientos fueron relacionados y pertenecian a un nuevo tipo de
secuencia (ST1043) que era diferente de los tipos de secuencias que previamente habian sido
notificados. A pesar de que estos son los primeros informes sobre carbapenemasas en
Latinoamérica, la forma de propagacion y la resistencia que ya se ha visto en otros

continentes plantea una grave amenaza para toda la region. (Maya et al., 2013)
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G. Situacion de las carbapenemasas en Guatemala

Desde 1996, la Organizaciéon Panamericana de la Salud (OPS) apoya un sistema de
vigilancia regional, Red para la Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos
(ReLAVRA), que se basa en los datos de laboratorio de rutina y el fortalecimiento de la
capacidad de los laboratorios a través de la formacion del personal. Esta red esta integrada
por 794 laboratorios, incluyendo 21 laboratorios de referencia nacional. En junio de 2010, a
través de ReLAVRA, se armonizo y aplicé un protocolo regional para la deteccion de
carbapenemasas, en el cual particip6 el Laboratorio Nacional de Salud de Guatemala y a
través de esta vigilancia, confirmé un fenotipo MBL en dos K. pneumoniae. Este fenotipo no
se habia observado en Enterobacteriaceae en Guatemala. El primer caso corresponde a una
paciente de 1 afio de edad con neumonia nosocomial y choque séptico. El paciente se refiere,
en enero de 2011, a un hospital de tercer nivel, a causa de una falta de respuesta al tratamiento
con meropenem y vancomicina por 14 dias. K. pneumoniae N83 (M13717) fue recuperada
de wun catéter. El tratamiento con vancomicina se suspendid y se afadio
piperacilina/tazobactam y amikacina. Después de 14 dias de tratamiento la paciente fue dada
de alta con vida. El segundo caso corresponde a un paciente adulto admitido, en febrero de
2011 en un hospital de referencia de tercer nivel para adultos, por traumatismo cervical
debido a arma de fuego. K. pneumoniae N162 (M13716) se recuper6 a partir de secreciones
traqueales. Seis dias después de la admision, el estado del paciente empeoro y el paciente
fallecid, probablemente debido a las multiples lesiones. Las cepas fueron enviadas al
laboratorio regional de referencia (Servicio antimicrobianos, INEI - ANLIS " Dr. Carlos G.

Malbran”) para su posterior caracterizacion. (Pasteran et al., 2012)

Las cepas fueron resistentes a todos los betalactimicos probados 'y
trimetoprim/sulfametoxazol, también mostraron susceptibilidad intermedia a la
ciprofloxacina, gentamicina y chloramphenicol. Por otro lado, fueron susceptibles a
amikacina, acido nalidixico, levofloxacin, tigeciclina, colistina y fosfomicina. En ambas
cepas, se realizd la prueba de PCR y secuenciacion de ADN, detectado la presencia de

blanpm-1. Estos aislamientos clinicos de K. pneumoniae son los primeros de América Latina
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en los que se caracteriza NDM-1. Las cepas analizadas pertenecian a un mismo clon y no
habia vinculos epidemioldgicos entre los dos pacientes, ademas no tenian antecedentes de
viajes al extranjero. Se puede especular que este clon se ha extendido silenciosamente en la
ciudad de Guatemala. (Pasteran et al., 2012). Teniendo en cuenta esta situacioén, en
noviembre de 2011, la OPS emitié una alerta regional, para fortalecer la vigilancia de

carbapenemasas y para destacar la importancia de la deteccion microbioldgica de la NDM.

Después del reporte de estos casos, a la fecha s6lo se conocen tres estudios publicados
en Guatemala, sobre la deteccion de carbapenemasas. El primero se llevo a cabo con cepas
almacenadas en el Laboratorio Nacional de Salud y cepas de Enterobacterias aisladas en
hospitales privados de la ciudad de Guatemala. Se detecto la presencia de carbapenemasas
tipo NDM-1 y KPC-2. (Chinchilla Puente, Tomas Barrios, & Morales Santizo, 2013). Otro
estudio determind la presencia de metalobetalactamasas por métodos fenotipicos, en A.
baumannii aislados de las unidades de cuidados intensivos del Hospital Roosevelt. (Cortés
Méndez, 2013), y en un tercer estudio se determind por métodos fenotipicos la presencia de
metalobetalactamasas en aislamientos de Klebsiella pneumoniae del Hospital General San

Juan de Dios. (Garrido Ortega, 2014)
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I11. JUSTIFICACION

La deteccion de las bacterias productoras de carbapenemasas es un asunto de
preocupacion mundial, dada la propagacion internacional de estos microorganismos y de las
resistencias que presentan a multiples antibidticos. En Guatemala son muy pocos los datos
publicados de la presencia de estas enzimas en Enterobacterias, a pesar que, en 2011, la OPS
emiti0 una alerta epidemiologica ante el primer hallazgo en Latinoamérica de la
carbapenemasa tipo New Delhi Metalobetalactamasa (NDM) en aislamientos de Klebsiella
pneumoniae, provenientes de hospitales publicos del pais, incluyendo al Hospital General

San Juan de Dios de la ciudad de Guatemala.

En el ano 2013, Grazioso, et al., encontrd que Klebsiella pneumoniae fue la bacteria
mas frecuente en la Unidad de Cuidados Intensivos de Neonatos (UCIN) del Hospital General
San Juan de Dios, durante los afios 2010 a 2013. Estas cepas fueron aisladas de hemocultivos
y presentaron un patron de multirresistencia a varios antibidticos, incluyendo el imipenem y

meropenem, por lo que podrian ser portadoras de genes de carbapenemasas.

Actualmente, las carbapenemasas no se detectan de rutina en los laboratorios de
microbiologia de Guatemala, y los laboratorios de referencia que si las investigan, utilizan
métodos fenotipicos. Estos métodos consumen mucho tiempo y no tienen la sensibilidad y
especificidad deseada, por lo que se debe favorecer el uso de técnicas moleculares como la
PCR, que es el estandar de oro para la deteccion de genes especificos. La PCR es percibida
como una técnica de alto costo, sin embargo, el beneficio que se obtiene por la rapidez y
exactitud de los resultados, es invaluable, sobre todo en el caso de estas cepas

multirresistentes que amenazan la vida de los pacientes.

Los objetivos de esta investigacion fueron determinar la presencia de los genes de
carbapenemasas blaxpc y blanpm en aislamientos de Klebsiella pneumoniae del Hospital
General San Juan de Dios de la ciudad de Guatemala, caracterizar el tipo de muestra y definir

el servicio del hospital donde se aislaron este tipo de bacterias. Los resultados obtenidos en
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este estudio seran de beneficio para los pacientes y el personal del Hospital General San Juan
de Dios de la ciudad de Guatemala, y se pueden aplicar las recomendaciones hechas por la
OPS en los afios 2012 y 2014 ante la transmision de este tipo de bacterias multirresistentes,
en donde los laboratorios de microbiologia son la primera linea de contencién a través de la
deteccion oportuna de los mecanismos de resistencia bacteriana, lo que permitird determinar
la magnitud del problema y asi orientar las medidas de control. (Organizacion Panamericana

de la Salud, 2012).
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IV. OBJETIVOS

A. General:

Determinar la presencia de los genes de carbapenemasas blakec y blanom en aislamientos de

Klebsiella pneumoniae del hospital General San Juan de Dios de la ciudad de Guatemala.

B. Especificos:

1. Determinar la proporcion de cepas de Klebsiella pneumoniae resistentes a imipenem y/o
meropenem con genes de carbapenemasas blakpc y blanpm.

2. Caracterizar el tipo de muestra en el que se aislaron cepas de Klebsiella pneumoniae con
genes de carbapenemasas blaxprc y blanpm.

3. Definir el servicio del hospital General San Juan de Dios en el que se aislaron cepas de
Klebsiella pneumoniae con genes de carbapenemasas blakpc y blanowm.



V. HIPOTESIS

Este es un estudio descriptivo por lo que no requiere la formulacion de una hipotesis.

19
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VI. METODOLOGIA

A. Universo

Ciento sesenta y cinco cepas de Klebsiella pneumoniae resistentes a imipenem
aisladas de los servicios del Hospital General San Juan de Dios de la ciudad de Guatemala,

de enero a julio del 2014.
B. Muestra

Cincuenta y cuatro cepas de Klebsiella pneumoniae, resistentes a imipenem y/o

meropenem, seleccionadas por conveniencia.
C. Recursos

1. Recursos Institucionales

a. Area de Microbiologia del Laboratorio Clinico del hospital General San

Juan de Dios
b. Laboratorio de Biologia Molecular de la Asociacion de Salud Integral
D. Materiales
1. Equipo e insumos
a. Refrigerador
b. Congelador a -70°C marca Thermo
c. Incubadora a 35°C
d. Termociclador Applied Biosystems 9700
e. Camara de electroforesis Owl B1A Class Il
f. Fuente de poder 300V

g. Microcentrifuga Minispin Ultra Eppendorf
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h. Campana de Flujo Laminar clase 11 Nuaire
I. Vortex
J. Transiluminador
k. Horno de microondas
|. Balanza semianalitica
m. Pipetas automaticas de 0.5-2.5 ul, 2 a 20 ul, 100 ul y 1000 ul
n. Puntas blogueadas con filtro de 10, 100 y 1000 ul
fi. Espectrofotdmetro de DNA y cubetas
0. Tubos plésticos de reaccion de 1.5y 2 ml libres de DNAsas y RNAsas
p. Tubos plésticos de reaccion para PCR libres de DNAsas y RNAsas
g. Bloque seco a 80°C
r. Blogue seco a 37°C
s. Guantes desechables de nitrilo sin talco
2. Reactivos
a. Cajas de Petri con agar sangre
b. Cajas de Petri con agar MacConkey
c. Caldo BHI
d. Hisopos de almacenamiento y transporte de cepas bacterianas
e. Buffer TBE 1X

f. Isopropanol
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g. Etanol al 70%

h. Bromuro de etidio

i. Agarosa

j. Agua grado molecular
k. Agua desmineralizada

I. Kit de extraccion de ADN para bacterias Gram negativo (Promega®), que
contiene: solucion de lisis de nucleos, RNAasa, solucion de precipitacion de

proteinas y y solucion de rehidratacion de ADN. (Kit Wizard® Genomic)

m. GoTag® Green Master Mix (Promega®), que contiene: TagDNA, dNTPs,
MgCI2 y buffer (Promega Corporation, 2009)

n. Primers:

(KPC-Forward, secuencia 5°-3> AAC AAG GAA TAT CGT TGA TG; KPC-
Reverse, secuencia 5°-3> AGA TGA TTT TCA GAG CCT TA)

(NDM-Forward, secuencia 5°-3> AGC ACA CTT CCT ATC TCG AC;
NDM-Reverse secuencia 5’-3° GGC GTA GTG CTC AGT GTC)

(Servicio Antimicrobianos, 2008) (Servicio Antimicrobianos, 2012)

E. Procedimientos
1. Obtencion de cepas:

Se recolectaron las cepas identificadas como Klebsiella pneumoniae
resistentes a imipenem y/o meropenem, provenientes de diversas muestras clinicas,

aisladas de los pacientes del hospital General San Juan de Dios.



23

2. Determinacion de la susceptibilidad antibi6tica:

Se utilizé la informacion del antibiograma obtenida del equipo automatizado
MicroScan® WalkAway (Merck). Seleccionando las cepas de K. pneumoniae que
presentaron un resultado de imipenem y/o meropenem CIM mayor o igual a 2-4

ug/mL. Estos valores se interpretan como intermedios y resistentes, respectivamente.
3. Preparacion de las cepas:

Las cepas almacenadas en hisopos con agar Ames, se cultivaron en agar
sangre y se incubaron a 35°C por 24 horas. Se efectué un segundo cultivo en agar
MacConkey que se incubd a 35°C por 24 horas. Por ultimo, se tomaron una o dos
colonias crecidas en el agar MacConkey y se trasladaron a microtubos de 2 ml con
1.5 ml de caldo BHI, los cuales se incubaron por otras 24 horas a 35°C.

Posteriormente se procedio a congelar a -20°C estos tubos conteniendo las cepas.

4. Extraccion de ADN de las cepas en estudio con el Kit Wizard® Genomic DNA  Purification

(Promega), para bacterias Gram negativo.

a. Lisis de células

e Se centrifugd 1.5 ml del cultivo bacteriano que se encontraba en caldo BHI,
durante 2 minutos a 13,000-16,000%g. Se elimin6 el sobrenadante.

e Se afiadié 600ul solucion de lisis de nucleos, mezclando suavemente para
suspender el sedimento que contiene a las bacterias.

e Se incubd durante 5 minutos a 80°C, para lisar las bacterias, a continuacion,
se enfri6 a temperatura ambiente.

e Se anadi6 3ul de la solucién de RNasa. Se mezcld por inversion suavemente
de 3-5 veces.

e Se incubd a 37°C durante 15-60 minutos, luego se enfrid a temperatura

ambiente.
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b. Precipitacion de Proteinas

e Se afiadi6 200ul de Soluciéon de Precipitacion de Proteinas, se mezcld
vigorosamente con vortex por 20 segundos.
e Se incub6 en hielo durante 5 minutos.

e Se centrifugo6 a 13,000-16,000%g durante 3 minutos.

c. ADN Precipitacion y rehidratacion

e Se transfirid el sobrenadante a un tubo de reaccién de 1.5 ml que contenia
600ul de isopropanol frio. Se mezclé suavemente por inversion hasta
visualizar las hebras de ADN.

e Se centrifugd a 13,000-16,000%g durante 2 minutos y se decant6 el
sobrenadante.

e Se permitid que el tubo se seque al aire para que se evapore el isopropanol.

e Se afiadié 600ul de etanol al 70% frio. Se mezcl6 suavemente por inversion,
para lavar las hebras de ADN.

e Se centrifugd durante 2 minutos a 13,000-16,000%g.

e Se aspiro el etanol y se permitié que el precipitado seque al aire durante 10-
15 minutos, invirtiendo los tubos sobre papel absorbente.

e Se anadidé 100ul de solucidén de rehidratacion, se mezcld suavemente. Se

incubo toda la noche a temperatura ambiente.

e Se almacend el ADN a 2-8°C, hasta su uso.

5. Medicion del ADN

° Al finalizar la extraccion de ADN, se seleccionaron 15 muestras al azar
para determinar la concentracion del ADN extraido, Sul de ADN se mezclaron con

45ul de agua grado molecular y se determiné la absorbancia a una longitud de onda
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de 260nm en un espectrofotometro.

6. Preparacion de la GoTag® Green Master Mix:

Todos los reactivos estaban a temperatura ambiente y se mezclaron con vortex
y se centrifugararon muy brevemente, por unos segundos. Se prepar6 la siguiente

mezcla en un bloque de hielo:

GoTaq = 12.5ul

Primer Forward (5NMol) = 1ul
Primer Reverse (5NMol) = 1ul
ADN de cada bacteria = 5ul
Agua grado molecular = 5.5ul
Volumen Total = 25ul

7. Protocolo de amplificacion:

Se colocaron los tubos de reaccién para PCR que contienen la mezcla del master
mix, en el termociclador correspondiente. Se programd para realizar 35 ciclos, con una

desnaturalizacidn inicial de 5 minutos y una extension final de 7 minutos.

KPC: Tamafio de ampliacion 916pb

Desnaturalizacion inicial = 94°C por 5 minutos

Ciclado = 35 ciclos; 94°C, 30 segundos--53°C, 30 segundos--72°C, 60
segundos

Extension final = 72°C por 7 minutos

NDM: Tamafo de ampliacion 512pb

Desnaturalizacion inicial = 94°C por 5 minutos

Ciclado = 35 ciclos; 94°C, 30 segundos--53°C, 30 segundos--72°C, 60
segundos

Extension final = 72°C por 7 minutos
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8. Electroforesis:

Los productos de PCR se analizaron por medio de electroforesis en gel de

agarosa al 2%, a una corriente constante de 99V y 50 amp por 45 min.
9. Secuenciacion de Sanger:

Para asegurar la calidad del proceso, los productos de PCR de 20 cepas
seleccionadas al azar, se enviaron a Macrogen Inc.USA para la secuenciacion
respectiva y asegurar que se amplificaron las secuencias de los genes blakpc y n
blanom, que codifican para la produccién de carbapenemasas en Klebsiella

pneumoniae.
10. Obtencion de datos:
a. Datos de las cepas de estudio:

La informacion correspondiente como tipo de muestra, servicio del hospital,
susceptibilidad antibidtica, etc., se obtuvo directamente de la base de datos
almacenada en el MicroScan WalkAway. Los datos fueron analizados con programa
Epi Info 7. (Anexo 1)

b. Datos demograficos del paciente:

Se procedié a solicitar los expedientes clinicos correspondientes al
Departamento de Registros Médicos del Hospital General San Juan de Dios. La

informacién fue analizada con el programa Epi Info 7. (Anexol)
F. Disefio del estudio: descriptivo, prospectivo, no probabilistico.

G. Disefio del muestreo: por conveniencia.



27

VIl. RESULTADOS

Se analizaron 54 aislamientos de Klebsiella pneumoniae resistentes a imipenem y/o
meropenem del Hospital General San Juan de Dios durante el afio 2014. De éstos, 49 (91
%) presentaron el gen blanpym, Mientras que en 5 aislamientos (9 %) no se detectd ninguno

de los genes investigados: blanpm Y blakpc. (Anexo 2, Figuras 1y 2)

De las 54 cepas estudiadas, 52 (94.5%) fueron resistentes al imipenem y 2 cepas
presentaron un valor intermedio de CIM. En 49 (91 %) de estas cepas se detectd la
presencia del gen blanpm. Los resultados de susceptibilidad a meropenem estuvieron
disponibles Unicamente para 39 cepas (72 %) y todas fueron resistentes a este antibiotico,
34 (62%) de estas cepas presentaron el gen blaypm. Las 5 cepas en las que no se detectaron

los genes en estudio, fueron resistentes al imipenem y al meropenem (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados de susceptibilidad a carbapenemes en cepas de Klebsiella
pneumoniae analizadas para la presencia de genes de carbapenemasas (N=54).

Carbapenemes blanpm blanpm/blakpc negativo Total
positivo n (%) n (%)
n (%)

Imipenem
Resistente CIM > 8 ug/ml 47 (87 %) 5 (9 %) 52 (94.5 %)
Intermedio CIM = 8 ug/ml 2 (4 %) 0 (0 %) 2 (4 %)
Subtotal 49 (91 %) 5(9 %) 54 (100 %)
Meropenem
Resistente CIM > 8 ug/ml 34 (63 %) 5 (9 %) 39 (72 %)
Intermedio CIM = 8 ug/ml 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
No determinado 15 (28 %) 0 (0 %) 15(28 %)
Subtotal 49 (91 %) 5 (9 %) 54 (100 %)

En la tabla 2, se observa la variedad de muestras en las que se aislé K. pneumoniae
portadora del gen blanpm. La mayor frecuencia de aislamientos se obtuvo de muestras de

sangre (37%) y orina (14%). Otra fuente importante fueron las secreciones varias (10%).
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Tabla 2. Muestras en las que se aislo Klebsiella pneumoniae portadora del gen blanpm
(n=49)

Tipo de muestra n %
Sangre 18 37

Orina 7 14
Secreciones varias 5 10
Liquidos 4 8
Secrecidn orotraqueal 4 8
Herida operatoria 3 6
Cultivo de catéter 3 6
Otros® 5 10

Total 49 100

!Liquido cefalorraquideo, liquido biliar, liquido pleural, liquido peritoneal.
“Cultivo de gramo por tejido, esputo, tlcera, aspirado bronquial.

Las 5 cepas que fueron negativas para los dos genes investigados, se aislaron de
herida operatoria, orina, esputo y secreciones orotraqueales.

Los intensivos fueron los servicios del Hospital General San Juan de Dios en el que
se aislaron con mayor frecuencia cepas de Klebsiella pneumoniae portadoras del gen de
carbapenemasas blanpm. En este estudio, 26 (53%) aislamientos realizados correspondieron
a estos servicios y 13 (27%) a los servicios de hospitalizados no intensivos. También se

encontraron 10 (20%) cepas en las emergencias (Tabla 3).

Tabla 3. Servicios hospitalarios en los que se aislo Klebsiella pneumoniae portadora
del gen blanpm (N=49)

Servicio del hospital n %
Intensivos 26 53
Hospitalizados no Intensivos 13 27
Emergencias 10 20

Total 49 100

La tabla 4 muestra los resultados de susceptibilidad a otros antibiéticos distintos al

grupo de los carbapenemes. Los aislamientos de K. pneumoniae analizados muestran
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susceptibilidad importante a la amikacina y a la tigeciclina. Todas las cepas fueron
resistentes al aztreonam.

Tabla 4. Resultados de susceptibilidad a otros antibidticos distintos a carbapenemes
de aislamientos de Klebsiella pneumoniae portadora del gen blanpm

Antibidtico n %
Amikacina (n= 48)
Resistente CIM >32 ug/mi 3 6
Intermedio CIM =32 ug/ml 1 2
Susceptible CIM <8 ug/ml 44 92
Levofloxacina (n=48)
Resistente CIM >4 ug/ml 18 39
Intermedio CIM =4 ug/ml 4 8
Susceptible CIM <2 ug/ml 26 53
Tigeciclina (n=22)
Resistente CIM >2 ug/ml 0 0
Intermedio CIM =2 ug/ml 1 4
Susceptible CIM <2 ug/ml 21 96

Los datos demograficos y clinicos de las personas de las que se aislo K. pneumoniae
portadora del gen blanpwm, fueron recolectados Unicamente de 23 registros a los cuales se
tuvo acceso. La mayor parte de aislamientos de K. pneumoniae fue en mujeres (59%); el
48% de los pacientes tenia menos de 1 afio de edad. La utilizacion de catéter central (96%)
y ventilacion mecanica (61%) fueron los procedimientos médicos mas utilizados en este
grupo de pacientes. La mediana del tiempo de hospitalizacion en este grupo de pacientes
fue de 38 dias (IQR=22.5 a 93.5). El 74% de las personas egresaron vivas y el 26% fallecio
(Tabla 5).
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Tabla 5. Datos demograficos y clinicos de pacientes con aislamientos de Klebsiella
pneumoniae portadora del gen blanpw.

Datos demograficos n %
Sexo (n=49)
Femenino 29 59
Masculino 20 41
Edad (n=23)
<1lafo 11 48
1-80 arfios 12 52
Datos clinicos (n=23)
Catéter central 22 96
Ventilacion mecanica 14 61
Sonda urinaria 11 48
Infeccion de sitio quirdrgico 3 13
Mediana dias de hospitalizacion 38
Egreso (n=23)
Vivo 17 74
Fallecido 6 26

La deteccion de los genes de carbapenemasas blanpm Y blakpec, se realizé por medio
de PCR de punto final. Los resultados fueron confirmados por medio de secuenciacion
realizada a 20 cepas de K. pneumoniae. En este grupo de 20 cepas se incluyeron los
controles positivos y negativos, asi como una cepa con presencia de betalactamasa de
espectro extendido (BLEE) y al azar se seleccionaron las cepas: 1, 5, 9, 14, 18, 24, 29, 31,
34, 36, 41, 49, 51, 52, 58 y 60.

La secuencia del gen blaxpm detectada fue:
CGCTTCACGGTTTGATCGTCAGGGATGGCGGCCGCGTGCTGGTGGTCGATACCG
CCTGGACCGATGACCAGACCGCCCAGATCCTCAACTGGATCAAGCAGGAGATC
AACCTGCCGGTCGCGCTGGCGGTGGTGACTCACGCGCATCAGGACAAGATGGG
CGGTATGGACGCGCTGCATGCGGCGGGGATTGCGACTTATGCCAATGCGTTGT
CGAACCAGCTTGCCCCGCAAGAGGGGATGGTTGCGGCGCAACACAGCCTGACT
TTCGCCGCCAATGGCTGGGTCGAACCAGCAACCGCGCCCAACTTTGGCCCGCTC
AAGGTATTTTACCCCGGCCCCGGCCACACCAGTGACAATATCACCGTTGGGATC
GACGGCACCGACATCGCTTTTGGTGGCTGCCTGATCAAGGACAGCAAGGCCAA
GTCGCTCGGCAATCTCGGTGATGCCGACACNNNCACCTAAGCCA
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Los controles y la mayoria de las cepas concordaron en los resultados de ambas
pruebas. En las cepas 52 y 58 no se detecto el gen blanpm por PCR punto final, sin embargo
la secuenciacion permitio evidenciar la presencia del gen. Estas dos cepas fueron
registradas como positivas para el gen blaypmy tomando como valido el resultado de la

secuenciacion (Tabla 6).

Tabla 6. Comparacion entre resultados de PCR punto final y secuenciacion (n=20)

Identificacion de cepa

PCR punto final

Secuenciacion Sanger

BLEE
Control negativo
Control positivo

Positivo para gen blanpm
Negativo
Positivo para gen blanpm

Positivo para gen blanpm
Negativo
Positivo para gen blanpm

1 Positivo para gen blanpm Positivo para gen blanpm
5 Positivo para gen blanpm Positivo para gen blanpm
9 Positivo para gen blanpm Positivo para gen blanpm
14 Positivo para gen blanpm Positivo para gen blanpm
18 Positivo para gen blanpm Positivo para gen blanpm
24 Positivo para gen blanpm Positivo para gen blanpm
29 Negativo Negativo

31 Positivo para gen blanpm Positivo para gen blanpm
34 Negativo Negativo

36 Positivo para gen blanpm Positivo para gen blanpm
41 Positivo para gen blanpm Positivo para gen blanpm
49 Negativo Negativo

51 Positivo para gen blanpm Positivo para gen blanpm
52 Negativo Positivo para gen blanpm
58 Negativo Positivo para gen blanpm
60 Positivo para gen blanpm Positivo para gen blanpm
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VIII. DISCUSION

En los afios 2011 y 2014, la OPS emitié una actualizacion epidemioldgica en la que
se establece que: “ante la diseminacion de microorganismos con mecanismos de resistencia
tipo -New Delhi Metalobetalactamasa- tanto entre distintas especies bacterianas como a nivel
geografico, la OPS/OMS subraya la importancia de reforzar la vigilancia y establecer
estrategias de control para prevenir la diseminacion de este mecanismo de resistencia”.
(Organizacion Panamericana de la Salud, 2011) (Organizacion Panamericana de la Salud,

2012) (Organizacion Panamericana de la salud, 2014).

Los resultados obtenidos en esta investigacién exponen que 91 % (49) cepas de K.
pneumoniae presentan el gen blanom. Esto demuestra la diseminacion que ha tenido este
mecanismo de resistencia en 4 afios desde el primer caso reportado en el hospital General
San Juan de Dios en Guatemala. (Pasteran et al., 2012). Estos resultados, ademas, concuerdan
con los reportes de varios paises del mundo sobre la rapida propagacion de las
Enterobacterias productoras de carbapenemasas, especialmente del tipo NDM. (Johnson &
Woodford, 2013).

La transferencia genética horizontal, también conocida como transferencia genética
lateral, es un proceso en el que un organismo transfiere material genético a otra célula que
no es descendiente. La transferencia de genes horizontal es comun entre las bacterias, incluso
entre aquellas que son distantes. Esta transferencia se realiza principalmente por medio de
plasmidos. Este movimiento de plasmidos cargados de genes de resistencia antibidtica ha
sido fundamental para el reciente y rapido aumento de la resistencia a los antimicrobianos a

nivel mundial. (Nordmann, Naas, & Poirel, 2011)

La diversidad de caracteristicas genéticas asociadas con el gen blanom puede explicar
su elevada tasa de expansion en todo el mundo. Este gen posee gran diversidad clonal y se
encuentra en diferentes tipos de plasmidos, como: IncA/C, IncF, IncL/M o incluso en algunos

gue no han podido ser tipificados. Los estudios de epidemiologia molecular indican que el


https://es.wikipedia.org/wiki/Gen
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
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plasmido IncA/C es el responsable de la diseminacion del gen blanom entre las
Enterobacterias. Otra caracteristica del gen blanom es que alberga una variedad de
determinantes de resistencia, incluyendo genes de betalactamasas, genes de resistencia a
quinolonas, genes 16S ARN metilasa, que codifican la resistencia a aminoglucosidos y el gen
gepA que codifica la bomba de eflujo. Estas caracteristicas sugieren que los productores de
NDM han sido seleccionados por los antibioticos de amplio espectro. (Martinez-Martinez &
Gonzalez-Lopez, 2014).

Estudios enfocados en Acinetobacter baumannii han localizado el gen blanpwm entre
dos copias de una estructura genética conservada (ISAba125) formando el transposén Tn125.
Este transposon ha sido identificado también en el grupo de las Enterobacterias, lo que
sugiere fuertemente que Acinetobacter ha sido reservorio de estos genes y los ha transferido
a la familia Enterobacteriaceae. (Pitout, Nordmann, & Poirel, 2015) (Dortet, Poirel, &
Nordmann, 2014) (Poirel, Dortet, Bernabeu, & Nordmann, 2011).

Cortés, RL., encontré en 127 aislamientos de A. baumannii, carbapenemasas tipo
Metalobetalactamasas, estas cepas provenian de las unidades de cuidados intensivos del
Hospital Roosevelt en Guatemala y fueron recolectadas en el afio 2010. Lo que confirma la
presencia de genes de carbapenemasas en cepas bacterianas hospitalarias. (Cortés Méndez,
2013). En el afio 2011, se realiza un estudio con el objetivo de determinar la presencia de
carbapenemasas por métodos fenotipicos en 62 aislamientos de Klebsiella sp y Escherichia
coli resistentes a carbapenemes, provenientes del Hospital General San Juan de Dios. Los
resultados mostraron que 14 (23%) aislamientos de Klebsiella sp. con presencia de
carbapenemasas, de los cuales 13 (93%) eran productores de carbapenemasa tipo MBL
(Metalobetalactamasa) y 1 (7%) productor de carbapenemasa tipo KPC. De éstos, la Unica
especie del género Klebsiella que se identifico fue K. pneumoniae, de E. coli no se obtuvo
ningan aislamiento con presencia de carbapenemasas. (Garrido Ortega, 2014). Estos

hallazgos son congruentes con los resultados obtenidos en este estudio.
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Aunque se han reportado aproximadamente 30 genes de carbapenemasas, este estudio
investigd la presencia de dos: blanom y blakec. EI gen blanom se seleccion6 porque fue el
reportado en cepas de Klebsiella pneumoniae, en 2010, en el mismo hospital en el que se
realizd este estudio y es de interés conocer la diseminacion de las bacterias portadoras de este
gen en los afios posteriores. EI gen blakpc se seleccion6 porque codifica a la carbapenemasa
de la clase A, la més diseminada en el mundo, su presencia ha sido reportada en un nimero
creciente de Enterobacterias y bacilos Gram negativo no fermentadores, pero los informes
siguen predominando en K. pneumoniae, por lo que también era importante conocer si

bacterias portadoras de este gen estaban presentes en el hospital General San Juan de Dios.

En 5 aislamientos de K. pneumoniae, de los 54 analizados, no se detecto la presencia
de ninguno de los genes mencionados, a pesar que fenotipicamente estos aislamientos
demostraron ser resistentes a imipenem y meropenem. Esto podria ser explicado por la
presencia de otros mecanismos de resistencia que no sea la produccién de carbapenemasas o
por la existencia de otros genes codificadores de carbapenemasas que deberian ser
investigados en el futuro, como: OXA-48, SME, IMI, GES, etc. (Martinez-Martinez &
Gonzélez-Lopez, 2014).

Los diferentes genes de carbapenemasas que circulan en K. pneumoniae son
transportados por estructuras moviles, incluyendo plasmidos y transposones, y por lo tanto
pueden propagarse de forma eficiente a diferentes miembros de la familia
Enterobacteriaceae. El transposon Tn4401 es la principal estructura genética portadora del
gen blakpc, pero su transposicion no es muy eficiente y la frecuencia de transmision se ha
cuantificado en el 4.4x10°. Sin embargo, la existencia de clones de alto riesgo como el
ST258, encontrado sélo en K. pneumoniae con el gen blakec, han impulsado la pandemia de

la resistencia a los carbapenemes. (Naas et al., 2008) (Pitout et al., 2015).

Ademas de la adquisicion horizontal de genes que codifican las carbapenemasas y la
diseminacion de clones productores de estas enzimas, el otro factor importante que

contribuye a la rapida propagacion de estas bacterias multirresistentes, son los reservorios.
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Los reservorios mas importantes identificados son los individuos hospitalizados colonizados
o infectados y los productos sanitarios que se utilizan para la atencion de estos pacientes.
(Lépez-Cerero & Almirante, 2014). Para controlar esta propagacion, los hospitales deben
contar con un plan estratégico de vigilancia epidemioldgica que incluya varias acciones,
como: cumplir con estricto apego las precauciones estandar, reforzar y optimizar la higiene
de manos, los pacientes afectados deben ser aislados en una habitacion individual o cohorte,
designar personal en funcion de la evaluacion de riesgos, numero de casos y de viabilidad,
asi como optimizar y revisar los métodos de laboratorio para la deteccion de portadores,
mediante siembra de hisopos rectales, heridas de piel, catéteres, etc. (Asensio, Cantero, Shaw,
& Vergara-Lopez, 2014). La implementacion de éstas y otras acciones necesitan la voluntad
politica de las autoridades sanitarias y los recursos econémicos correspondientes.
Actualmente el hospital atraviesa una crisis financiera sin precedentes, todos los
insumos y recursos son escasos, desde la comida que se ofrece a los pacientes hasta el mas
costoso de los antibidticos. (Coronado, 2015) (Rosales, 2015). Esta situacion, ademas del
tamafo y complejidad del hospital, han hecho dificil la vigilancia y el control de las
infecciones, lo que resulta en la diseminacion de bacterias con mecanismos de resistencia tan

complicados como las encontradas en la presente investigacion.

Las infecciones causadas por Klebsiella pneumoniae productoras de carbapenemasas
se pueden presentar con diferentes cuadros clinicos, aunque suelen ser mas frecuentes las
infecciones respiratorias, urinarias y septicemias, ya sea primaria o asociada a catéter. Su
adquisicién es habitualmente nosocomial. (Pafio Pardo, Villar, Ramos Ramos, & Pintado,
2014). Esta informacién concuerda con lo que muestran los resultados obtenidos respecto al
tipo de muestra en el que fueron encontradas las 49 cepas de K. pneumoniae con el gen

blanom, en donde la sangre (37%) y la orina (14%) fueron las mas frecuentes.

Al igual que otras bacterias en entornos sanitarios K. pneumoniae puede propagarse
facilmente entre los pacientes, la transmisién de microorganismos entre un hospedero
susceptible y una persona colonizada es frecuente en actividades que impliguen contacto

directo, dando lugar a brotes nosocomiales. Esta situacion ocurre en las unidades de cuidados
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intensivos y de atencion neonatal (Pitout et al., 2015), como se evidencia con los resultados
obtenidos en este estudio, en el que el 53% de las cepas de K. pneumoniae portadoras del gen

blanom provenian de los servicios de intensivos, tanto de adultos como de nifios.

Como ya se ha mencionado anteriormente, las Enterobacterias productoras de
carbapenemasas son resistentes a la mayoria de antibi6ticos conocidos, sin embargo, se ha
reportado susceptibilidad total o parcial a ciertos antibidticos. En esta investigacion se
encontro que el 92% de cepas de K. pneumoniae portadoras del gen blanpm, fue susceptible
a la amikacina y el 96% susceptibles a la tigeciclina. Estos resultados concuerdan con lo
reportado internacionalmente, en donde se ha encontrado que los aminoglucdsidos
(amikacina) y la tigeciclina no son afectados por las carbapenemasas. No obstante, no tienen
resultados exitosos si son utilizados como monoterapia. (Rodriguez-Bafo et al., 2015). La
mejor alternativa es una terapia combinada en la que, sorprendentemente, una de las drogas
es siempre un carbapenem. ElI mas adecuado es meropenem, que debe ser administrado a
dosis altas (2g/8h) con una infusion prolongada (hasta 3 horas) para mejorar su
farmacocinética y propiedades farmacodindmicas. Los agentes que se combinan con
meropenem pueden ser: colistina, tigeciclina, fosfomicina, aminoglucdsidos,
fluoroquinolonas, e incluso nitrofurantoina en las infecciones del tracto urinario, todos estos

con resultados variables. (Camargo et al., 2015).

Las carbapenemasas son descritas como una gran y diversa familia de enzimas
bacterianas que hidrolizan a los carbapenemes y otros antibidticos betalactamicos, con
excepcion del aztreonam. (Munoz-Price & Quinn, 2009) (Dortet et al., 2014). Sin embargo,
en esta investigacion, todas las cepas analizadas fueron resistentes al aztreonam. Este
hallazgo también fue reportado en los primeros aislamientos de K. pneumoniae con el gen
blanom, en el afio 2010 en Guatemala y en el estudio con cepas de esta misma especie
recolectadas en 2011 en el Hospital General San Juan de Dios (Pasteran et al., 2012) (Garrido
Ortega, 2014). No hay experiencia clinica con aztreonam para el tratamiento de infecciones
invasivas por Enterobacterias productoras de carbapenemasas. (Rodriguez-Bafio et al.,
2015).
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Los objetivos del presente estudio se enfocaron en detectar la presencia de los genes
de carbapenemasas blakrc y blanom en aislamientos de K. pneumoniae y caracterizar el tipo
de muestra y servicios hospitalarios de los que provenian estas cepas. Ante los hallazgos
encontrados, se revisaron los expedientes de las personas que padecian infecciones por estas
bacterias, para conocer otra informacién clinica. S6lo se tuvo acceso a 23 expedientes de 54
solicitados. Los datos mas importantes fueron que el 48% de los pacientes tenia menos de 1
afio de edad. La utilizacion de catéter central (96%) y ventilacion mecanica (61%) fueron los
procedimientos médicos mas utilizados en este grupo de pacientes. Todas recibieron
tratamiento antibiotico, con los antibioticos que estuvieran disponibles en el Hospital General
San Juan de Dios. El 74% de las personas egresaron vivas y el 26% fallecid. No se pudo
establecer si el fallecimiento fue debido a la infeccién por las cepas de K. pneumoniae

portadoras del gen blanpm.

El riesgo de presentar infeccidn por Enterobacterias productoras de carbapenemasas
se relaciona con factores individuales como la duracion de la estancia hospitalaria y la
exposicion a procedimientos invasivos o diversos antibiéticos, ademas de los carbapenemes.
Estos factores individuales se deben valorar teniendo en cuenta la epidemiologia local de
estas cepas bacterianas multirresistentes. (Pafio Pardo et al., 2014).

Las tasas de mortalidad son altas, oscilando entre el 18 y el 60% en casos de infeccidn
por Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasas, siendo las tasas mas altas entre
pacientes con bacteriemia y se relaciona con factores del hospedero (edad, inmunodepresion
y enfermedades subyacentes), la infeccién (localizacion y gravedad) y el tratamiento
antibidtico. El tratamiento antibidtico empirico inadecuado incrementa la probabilidad de
una peor evolucion clinica, mientras que las terapias con una combinacion de antibioticos y
laretirada o control del foco de infeccidn se asocian con mejor supervivencia de los pacientes.
(Oteo et al., 2014)
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Esta investigacion tuvo algunas limitaciones, dentro de las mas importantes esta el no
contar con un laboratorio de biologia molecular dentro de las instalaciones del area de
microbiologia del Hospital General San Juan de Dios, por lo que los procedimientos se
realizaron en una institucion externa. Otra limitacion fue la recoleccion completa de datos
demograficos, clinicos y epidemioldgicos de los pacientes. Actualmente, el registro de todos
estos datos se hace en forma manual y el almacenamiento de las historias clinicas es en forma
fisica, no digital, por lo que se dificulta el acceso a las mismas. El tramite para solicitar las
historias clinicas es engorroso y muchas veces los expedientes clinicos se pierden sin ninguna

explicacién. Todo esto limita la calidad de la informacion epidemioldgica requerida.

A pesar de las limitaciones sefialadas, el impacto de los resultados de esta
investigacion son muy importantes, ya que demuestran que en 4 afios la diseminacion de
Klebsiella pneumoniae portadora del gen blanom ha estado sin control dentro del hospital,
poniendo en riesgo de muerte a los pacientes, especialmente a los hospitalizados en los
servicios de intensivos. Esta diseminacion sin control llevard en un futuro cercano a la
aparicion de infecciones adquiridas en la comunidad debidas a bacterias portadoras de
carbapenemasas y en este caso especifico a portadoras del gen blanom. Para prevenir una
epidemia en Guatemala, por estas bacterias multirresistentes es necesaria una respuesta
rotunda, bien coordinada y protocolizada de todos los profesionales sanitarios y autoridades

nacionales implicadas. Iniciando donde todo empez0, el hospital General San Juan de Dios.
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IX. CONCLUSIONES

1) En esta investigacion, de 54 aislamientos de Klebsiella pneumoniae resistentes a imipenem
y/o meropenem, 49 (91 %), fueron portadoras del gen blanpm. Esto demuestra la
diseminacion que ha tenido este mecanismo de resistencia en 4 afios desde el primer caso

reportado en el hospital General San Juan de Dios. (Pasteran et al., 2012).

2) En 5 aislamientos (9 %) de Klebsiella pneumoniae resistentes a imipenem y/o meropenem

no se detectd ninguno de los genes investigados: blanpm y blaxec.

3) K. pneumoniae portadora del gen blanpwm se aislé con maés frecuencia en muestras de sangre

(37%) y orina (14%).

4) En concordancia con otros estudios, los servicios de intensivos son los mas afectados por
la presencia de bacterias portadoras de carbapenemasas. En esta investigacion, el 53% cepas
de Klebsiella pneumoniae portadoras del gen de carbapenemasa blanpm, fue aislada de

pacientes en estos servicios.
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X. RECOMENDACIONES

Implementar tecnologia de biologia molecular en el laboratorio clinico del hospital
General San Juan de Dios, que permita realizar en forma rapida y precisa el
diagnostico y vigilancia de las principales enfermedades infecciosas y de mecanismos

de resistencia bacteriana presentes en el hospital.

Investigar la presencia de otros genes de carbapenemasas en Enterobacterias, para

establecer la epidemiologia local del hospital General San Juan de Dios.

Establecer un mecanismo de registro de datos demograficos, clinicos y de laboratorio,

que permita la informacion total requerida para los estudios de investigacion.

Socializar a las autoridades correspondientes del hospital General San Juan de Dios,
los resultados obtenidos en este estudio, para exponer el riesgo en el que se encuentran
los pacientes, debido a la diseminacion sin control de Klebsiella pneumoniae

portadora del gen blanpwm.

Recomendar en forma enérgica el cumplimiento de las normas estandar de higiene y
bioseguridad en todos los servicios del hospital, para tratar de detener la diseminacion

de bacterias productoras de carbapenemasas.

Disponer siempre de los antibioticos recomendados en el tratamiento de infecciones

debidas a bacterias productoras de carbapenemasas.
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Anexo 1: Cuestionario del programa Epi Info 7 para la digitacion de datos demogréaficos y

clinicos.
Deteccién de los genes blakKPC y blaNDM en K.
pneumoniae
Edad
Nombre Apellidos Afios
sexo . Lugar de residencia
Femenino M Pais Departamento
Fecha de Ingreso al hospital l l l l
I:l Aldea Municipio

]

Fecha de Egreso al hospital

Diagndsticos presuntivos

| | |

Antecedentes clinicos
[ tabaquismo
[ Asma
[Hv
] EPoC
[7] Malignidad hematoldgica
["| Trasplante
[7] Malnutricion
[ Aterosclerosis

[ Fibrosis quistica

["| Diabetes mellitus

[] Alcoholismo

[] Enfermedad autoinmune
[[] Falla cardiaca?

[7] corticosteroides

["] Quimioterapia por cancer
[7] Hepatitis

[ cirrosis o falla hepatica

["] cancer

Registros clinicos

A

Factores de Riesgo para infeccidn nosocomial

Tiempo en dias (SQ)
[7] Infeccién de sitio quirdrgico D

Tiempo en dias (SU)

["] Sonda Urinaria D

Tiempo en dias (CC)

[] Catéter central D
Tiempo en dias (VM)
[[] Ventilacién Mecanica D

Tiempo en dias (Cd)

[ Infeccién por C. difficile D

Otrns Tiemnn en dias (ntrng




Datos de cepas de K. pneumoniae

Fecha de cultivo

Tipo de muestra Otra bacteria aislada

Servicio del hospital

Cual?
v
Tipo de gen detectato

\

Antibiograma (CIM)
Amicacina CIM valor . :

Ciprofloxacina CIM valor
-] -
Ampicilina/Sulbactam T
valor Gentamicina CIM

(#[]

Ampicilina CIM :
Imipenem CIM valor

Aztreonam CIM :
Levofloxacina CIM valor

Cefazolina CIM
Meropenem CIM valor

Cefepima CIM ) )
Moxifloxacina CIM valor

4
< < < <
o [ R @
l:lol:]ol:lol:lo D
= s = =S
4

Cefotaxima CIM -
Pip/Tazobactam CIM valor
_ valor

|




Anexo 2: Figura 1
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Figura 1.Resultados delos productos de PCR de punto final en gel de agarosa.
Gen blaMDM, tamafio del amplicdn 512 pb. Se muestran los resultados delas
cepas de K prewrmoniae de la 11 a 45. En las cepas 29, 34 v 44 no se detectd

el gen. MBL1PNS = control positivo, BLEE = cepa con betalactamasa de
espectro extendido y gen blahDM, Kpneu = control negativo.
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Figura 2
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PCR KPC
68 min 99V TBE 1X
15/12/2014

Figura 2. Resultados de los productos de PCR de punto final en gel de agarosa.
Gen blgkPC tamafio del amplicon 916 pb. Se muestran los resultados de las cepas
de & prewmoniade de a1 a 53, en ninguna se detectd el gen blakPC

KPCPME = contral positivo, Kpheu = control negativo.
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