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RESUMEN

Klebsiella pneumoniae es una bacteria
ampliamente involucrada en las infec-
ciones nosocomiales y que puede tener
un amplio espectro de colonizacion. Se
realizaron tres aislamientos de hemocul-
tivos provenientes de pacientes febriles
hospitalizados con fines de identificar
fenotipicamente el agente etioldgico, asi
como estudiar la epidemiologia mole-
cular de estos empleando electroforesis
en campo pulsado. Adicionalmente, se
muestrearon zonas inanimadas donde
estaban hospitalizados los pacientes
febriles. Se pudo identificar en las
tres muestras a Klebsiella pneumo-
niae, productoras de B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE), y por electro-
foresis de campo pulsado se identificé a
dos clonas idénticas y una con perfil muy
similar. En las zonas inanimadas (silla de
ruedas y cama) se pudo aislar a Kleb-
siella pneumoniae y Staphylococcus
aureus, respectivamente. El brote se
pudo controlar usando antibidticos de
la familia de carbapenem. Se trata del
primer estudio datado en este hospital
de un brote causado por Klebsiella pneu-
moniae BLEE positiva, o que enciende
el sistema de alarma en la contencion y
prevencion de brotes.

Palabras claves: Klebsiella pneumo-
niae, B-lactamasas de espectro exten-
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ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is a bacterium
widely involved in nosocomial infections
that can colonize a broad spectrum of
media. Three isolates of blood cultures
from hospitalized febrile patients were
used to identify the etiological agent
phenotypically as well as to study the
molecular epidemiology of these patients
using pulsed field electrophoresis. Addi-
tionally, inanimate areas were sampled
where febrile patients were hospita-
lized. Klebsiella pneumoniae produ-
cing extended-spectrum [-lactamases
(BLEE) and Klebsiella pneumoniae
were identified in the three samples
and by pulsed-field electrophoresis two
identical clones were identified and one
with a very similar profile in the inani-
mate zones (wheelchair and bed) Kleb-
siella pneumoniae and Staphylococcus
aureus could be isolated respectively.
The outbreak could be controlled using
antibiotics of the carbapenem family and
is the first study dated in this hospital
from an outbreak caused by Klebsiella
pneumoniae BLEE positive, which
triggers the alarm system in the contain-
ment and prevention of outbreaks.

Keywords: Klebsiella pneumoniae,
extended-spectrum B-lactamases,
outbreak, molecular epidemiology
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I. INTRODUCCION

Entre los organismos que estan mas
involucrados en la sepsis nosocomial
se encuentran las bacterias de la familia
Enterobacteriaciae y, en especial, las del
género Klebsiella sp. resistentes a los
B-lactamicos —resistencia mediada por
las B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE), que son transportadas por plas-
midos—, lo que les da la capacidad de
provocar cuadros graves a nivel clinico
(1). Las p-lactamasas son enzimas
capaces de hidrolizar las aminopenici-
linas, cefalosporinas y monobactames,
aunque no los carbapemenes ni las
cefamicinas (2). El primer caso de BLEE
fue reportado en Alemania en 1983, en
un aislamiento de Klebsiella pneumo-
niae resistente a cefotaxima, la primera
cefalosporina de tercera generacion,
y el primer reporte en América Latina
ocurrié en Chile, en un proceso infec-
cioso originado por Klebsiella pneumo-
niae. En los ultimos afnos, los casos se
han incrementado a nivel mundial (2).

Es importante remarcar que la aparicion
de clonas productoras de BLEE se debe,
probablemente, a tres mecanismos:
selecciéon de clonas resistentes por el
uso intenso de cefalosporinas de tercera
y cuarta generacion, o de ciprofloxa-
cina; el uso previo de antibacterianos
y la transferencia de resistencia a los
B-lactamicos, tales como aminoglucoé-
sidos, cloranfenicol, viejas tetraciclinas
y trimetoprima-sulfametoxazol; y, final-
mente, fallas en las medidas de barrera
donde existe transmision horizontal (2).

Los brotes pueden ser causados por
componentes monoclonales y policlo-
nales, o que hace necesario un estudio
epidemiolégico, aunque se describe que
la mayoria se origina por organismos
policlonales (2, 3). Entre las medidas de
control estan el aislamiento estricto, la
limpieza del personal y la desinfeccion
medioambiental (3).

Es importante remarcar que existen
casos en los que la fuente de contami-
nacion es extrinseca, como el personal
de limpieza del centro hospitalario o
medicamentos parenterales (3, 4).

Debido a la creciente diseminacion de
microorganismos resistentes a los anti-
biéticos a nivel hospitalario, se hace
necesario fortalecer la capacidad de
vigilancia epidemioldgica de los labo-
ratorios para la deteccion y control de
la resistencia mediante el uso de herra-
mientas moleculares (5). Entre las
ventajas del uso de las herramientas
moleculares estan la sensibilidad vy
especificidad, ademas de su impor-
tancia para los estudios de caracteri-
zacioén molecular al permitirles obtener
informacion detallada sobre el compor-
tamiento, evolucion y diseminacion
de microorganismos de importancia
en salud publica, con el objetivo de
controlar brotes (5).

En el caso de K. pneumoniae, esta
bacteria puede causar una amplia gama
de infecciones en diferentes tejidos y
es, ademas, un agente que desarrolla
resistencia a los antibidticos, lo que
causa una prolongacion de la estancia
hospitalaria y eleva la morbimortalidad
(6). Un caso interesante a la resistencia
fue el reportado en Colombia, donde se
aislaron 2 cepas resistentes a carbope-
nemasas; sin embargo, fueron BLEE
negativas (6). Esta bacteria resiste la
desecacion y sobrevive en la piel debido
a su capsula hidrofilica; dicha capsula,
ademas, le sirve a la bacteria para
evitar la fagocitosis por los polimorfos
nucleares y macrofagos (6).

El objetivo del presente estudio es iden-
tificar el agente causal de un brote febril
en pacientes hospitalizados, estudiar la
resistencia a los farmacos de los aisla-
mientos y realizar una relacion epide-
mioldgica de las cepas involucradas,
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mediante estudios moleculares, con el
fin de tratar correctamente y prevenir
brotes sucesivos a nivel hospitalario.

II. METODOLOGIA

SELECCION DE PACIENTES
Y TOMA DE MUESTRA

Pacientes del servicio de cirugia con
cuadros febriles entre 37,8 °C y 40 °C,
con diagndsticos de ingreso por herida
traumatica y celulitis. Finalmente, se
procede a la toma hemocultivos

IDENTIFICACION BACTERIANA

Se realizé mediante métodos convencio-
nales y por kit de identificacion APl 20E.

SUSCEPTIBILIDAD
ANTIMICROBIANA POR
DISCO DIFUSION

Se siguié el método descrito por el
CLSI-2015. La deteccion del meca-
nismo de resistencia de BLEE se realiz6
de acuerdo con la Sociedad Francesa
de Microbiologia, y la de Amp C, de
acuerdo las recomendaciones del Insti-
tuto Carlos Malbran de Argentina (2).

METODOS MOLECULARES

Se empled la técnica de electroforesis
de campo pulsado (PFGE), considerada

hospitalario en Madre de Dios, Peru

la técnica “estandar de oro” en la genoti-
pificacion de muchas bacterias patogé-
nicas.

Para la genotipificacion de los aisla-
mientos hospitalarios se utilizé la técnica
PFGE, de acuerdo con los procedi-
mientos operativos estandar (POE) del
LBBM-INS.

Para la determinacién de clonalidad (los
aislamientos pertenecen a una misma
cepa) y relacion genética de los aisla-
mientos, se compararon los perfiles
genéticos obtenidos por la técnica de
PFGE.

TOMA DE MUESTRAS
AMBIENTALES

Las muestras fueron tomadas con
hisopos estériles con solucion salina
estéril, para su inmediata siembra en
agar sangre y Mac Conkey. Se reco-
gieron muestras de los veladores de
cama, tensiometros, sillas de ruedas y
coches de medicamentos del servicio
de cirugia, la sala de operaciones y
la sala de partos. Los fenotipos bacte-
rianos fueron identificados mediante
métodos bioquimicos.

I1I. RESULTADOS

Los resultados de las pruebas bioqui-
micas se muestran en la siguiente tabla:

TaBLA 1. AISLAMIENTOS IDENTIFICADOS POR EL INS
Cadigo Lab. de

Cadigo hospital Cadigo NetLab

Muestra Especie identificada

IRAS-IIH/INS INS

Klebsiella pneumo-

2765 1IH-190-11 1IH-190-11 Sangre :
niae

2766 IIH-191-11 IIH-191-11 Sangre Klebsiella pneumo-
niae

2767 11H-192-11 11H-192-11 Sangre oS B e

niae
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De acuerdo con el perfil del antibidtico,
los aislamientos de K. pneumoniae
presentaron perfiles de susceptibilidad
antimicrobiano similares (tabla 2). Las

muestras se remitieron al Laboratorio
de Biotecnologia y Biologia Molecular
(LBBM) para los analisis respectivos.

TABLA 2. PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS TRES AISLAMIENTOS DE K. PNEUMONIAE
PROCEDENTES DEL HosPITAL SANTA Rosa, PUERTO MALDONADO

COD.LAB CXM CHL GEN IMP MRP CIP

1IH-190-11 R R R S S R R
IIH-191-11 R R R S S R R
1IH-192-11 R R R S S R R

NAL AMK AMC ATM CF CFX SFP CTX FOX CAZ FEP

R R R R R R R S R R
R R R = R R R S R R
R R R R R R R S R R

CXM, CeruroxivA; CHL, CLoranreNicoL; GEN, GeEnTamICINA; IMP, ImiPENEM; MRP, MEROPENEM;
CIP, CiproFLoxACINA; NAL, Ac. NaLiDixico; AMK, AmikaciNa; AMC, AmoxiciLINA/Ac. CLAVULANICO;
ATM, AztreoNam; CF, CeraLoTINA; CFX, CerixiMe; SFP, CEFoPERAZONA-SULBACTAM; CTX,
Cerotaxima; FOX, CeroxoTiNA; CAZ, CerTaziDIME Y FEP, CEFEPIME

Mediante el andlisis de los mecanismos
de resistencia, segun la Sociedad Fran-
cesa de Microbiologia (sinergia) para la
deteccién de B-lactamasa de espectro
extendido (BLEE), se determindé que
las tres cepas fueron productoras de
esta enzima. Asi mismo, mediante las
recomendaciones del Instituto Carlos
Malbran, no se detectd la presencia de
AmpC en ninguna de las tres cepas
en referencia. Como resultado de los
analisis de genotipificacion por PFGE se
obtuvieron perfiles genéticos compara-
bles entre los aislamientos.

Se observd que los aislamientos 190 y
191 presentaron un mismo perfil genético
de PFGE, y el aislamiento 192 presenté
un perfil muy similar al primero, pero con
una banda de diferencia, lo cual indica
que los aislamientos 190 y 191 provienen
de una misma cepa, mientras que 192 es
una cepa diferente de la primera, pero
muy relacionada genéticamente.

Respecto de los aislamientos relevantes
en salud publica aislados de superfi-
cies inanimadas, se pudo identificar a
Staphylococcus aureus en las manijas
de la cama 22 y a K.pneumoniae en las
manijas de la silla de ruedas, ambos del
servicio de cirugia.

DISCUSION

Klebsiella pneumoniae es una bacteria
frecuentemente aislada en los brotes
nosocomiales —en especial, cuando
estas unidades se encuentran haci-
nadas, como ocurre en muchas de
nuestro pais— y que produce altas tasas
de morbimortalidad (1, 2).

Los aislamientos de Klebsiella pneumo-
niae a nivel hospitalario pueden provenir
de aspirado traqueal, orina, sangre, punta
de catéter y herida quirurgica (2). En
nuestro estudio, todos los aislamientos
provinieron de sangre en un proceso de
bacteriemia hospitalaria.

Los cultivos de las secreciones o tejidos
son de vital importancia para el control
del brote, ya que con ellos se conoce el
patrén fenotipico frente a las drogas del
agente etioldgico, con lo que se puede
emplear la antibioterapia correcta (3). En
el uso de la antibioterapia es importante
remarcar su tiempo y las comorbilidades
del paciente, y los carbapemenes son
los mas usados contra las cepas produc-
toras de BLEE (2). Como se muestra
en el estudio del fenotipado, todas las
cepas aisladas fueron BLEE positivas,
lo que hace suponer un uso frecuente y
desmedido de algunos antibidticos. En
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contraste, fueron sensibles a imipenem,
meropenem Yy cefoxotina, por lo que el
brote pudo ser controlado con el uso de
antibioticos de la familia carbapenem.

Es importante senalar que K. pneu-
moniae es capaz de desarrollarse en
diferentes medios, incluso en medica-
mentos parenterales como la albumina,
por lo que se debe realizar una capaci-
tacion vy fiscalizacion de la preparacion
de medicamentos y su correcto desecho
(4). Como medidas de prevencion en el
sistema de salud estan la restriccion de
cefalosporinas de tercera y cuarta gene-
racion, y las fluoroquinolonas (2). Un
estudio previo demostré que el uso de
cefalosporinas de tercera generacion o
fluoroquinolonas, generalmente la cipro-
floxacina, son factores de riesgo para el
desarrollo de una cepa BLEE (2). Por
tanto, se hacen necesarios una capaci-
tacion y un empoderamiento constantes
del personal de salud.

El empleo de las herramientas molecu-
lares como la electroforesis en gel de
campo pulsado es de mucha utilidad
para la vigilancia epidemioldgica a fin de
evaluar la diseminacién de microorga-
nismos de interés en salud publica (5).
Como se pudo observar en nuestra inves-
tigacion, dos clonas eran idénticas, lo
que demuestra un trazo epidemioldgico y
transferencia probablemente por parte del
personal de salud que se contaminé y no
se realizo el lavado de manos adecuado.
La clona diferente tuvo un perfil de bandas
similar, lo que hace suponer que puede
estar vinculada al mismo nicho. Ademas,
todas fueron multidrogorresistentes, lo
que enciende el sistema de alarma para
la prevencion del uso inadecuado de anti-
biodticos y la toma extrema de medidas de
limpieza y bioseguridad.

Un estudio previo realizado en un centro
hospitalario de Colombia dio a conocer el
primer caso de K. pneumoniae resistente

hospitalario en Madre de Dios, Peru

a carbapenémicos en un paciente con una
infeccion de sitiooperatorio (5), y determiné
los procesos quirurgicos como un factor
de riesgo para la infeccion por agentes
nosocomiales multidrogorresistentes. Es
importante destacar que los pacientes en
el presente estudio pasaron por procesos
en las salas quirurgicas, en donde
existe un riesgo latente de infecciones
nosocomiales por el contacto constante
con los pacientes, como ocurrié en este
caso. Esta demostrado que las infecciones
por K. pneumoniae del sitio operatorio
son una de las mas frecuentes, siendo el
antecedente de cirugia un factor de riesgo
para las infecciones desarrolladas (5).

Es de suma importancia investigar a los
pacientes de donde se aisla y el agente
etiologico  multidrogorresistente  (5).
Los factores a estudiar intrinsecos del
paciente son transferencia hospitalaria,
uso de antibioterapia anterior y actual,
migracion (pais-region), unidad en la que
se encuentra, género, edad y comorbili-
dades. En el caso del agente etiologico,
se recomienda estudiar cuantificacion,
colonizacion, infeccion, virulencia y resis-
tencia a los antibidticos.

Un estudio previo en Colombia determiné
que K. pneumoniae, productora de BLEE,
estaba involucrada en el 22,3 % de infec-
ciones en UCI y el 20,1% en otros servi-
cios (6), lo que es una constante en los
centros hospitalarios donde no se toman
las medidas de bioseguridad correctas.

Es importante remarcar que K
pneumoniae ha demostrado su alto
porcentaje de colonizacion en las
personas y esto se incrementa en la
hospitalizacién; ademas de su capacidad
para ser viable por largo tiempo a nivel
hospitalario, asi como en las manos de
las personas, lo que permite su frecuente
transmisién (6). Por tanto, se presupone
una contaminacion de las zonas
inanimadas como la silla de ruedas de
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donde se aislé6 K. pneumoniae con un
flujo hacia el personal de salud y de este
a los pacientes.

En conclusion, los tres aislamientos del
brote se identificaron como Klebsiella
pneumoniae, se detectaron fenotipos
similares con base en los resultados de
la prueba de susceptibilidad antimicro-
biana por el método de disco difusion, y
los tres aislamientos de K. pneumoniae
resultaron portadores de BLEE. No se
detecto la presencia de AmpC.

Los aislamientos 1IH-190-11 e [IH-191-11
provienen de una misma cepa o clon de

K. pneumoniae. El aislamiento IIH-192-11
proviene de una cepa de K. pneumoniae
diferente, pero muy relacionada genética-
mente, por lo que se presume la existencia
de por lo menos dos focos de contamina-
cién geograficamente diferentes.

Se debe realizar una busqueda activa,
sostenida y programada de K. pneumo-
niae BLEE+ para evitar infecciones vy
brotes nosocomiales, asi como afianzar
las medidas de limpieza de zonas inani-
madas, como manijas de sillas de ruedas
y camas, y mejorar la bioseguridad capa-
citando en el lavado de manos al personal
involucrado, con el fin de prevenir brotes.
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