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NIVEL DE RESISTENCIA A COLISTINA'Y MECANISMO MOLECULARES
SUBYACENTES EN CEPAS DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE DEL INSTITUTO
NACIONAL MATERNO PERINATAL DE LIMA

Naomi Matsuoka?, Marina Vargas?, Barbara Ymafia! Gabriela Soza?, Maria J Pons?
RESUMEN

Objetivo: Establecer los niveles la resistencia a colistina y los mecanismos moleculares
de las cepas pertenecientes a Klebsiella Pneumoniae aisladas durante el periodo 2015-

2018 en el Instituto Nacional Materno Perinatal.

Material y métodos: Se analiz6 los niveles de sensibilidad mediante difusion en disco, y
para colistina mediante microdilucion. La presencia de los determinantes genéticos a
carbapenems y colistina (mcr) se determinaron por PCR y se establecid la relacion

clonal por la técnica de elecroforesis de campo pulsado (PFGE).

Resultados: Se aislaron 36 cepas de K. pneumoniae multidrogoresistentes, 5 (13.8%)
de todas las cepas, pertenecientes a 4 grupos clonales diferentes. Se encontrd una cepa
positiva a blaKPC resistente a carbapenems, y no se detecté genes plasmidicos
asociados a la resistencia a colistina. Los niveles de resistencia al resto de

antimicrobianos testados fueron elevados a todos, a excepcion de amikacina (13.9%).

Conclusién: Los resultados del estudio destacan la presencia de cepas resistentes a
colistina, situacion preocupante al ser parte de las Ultimas alternativas de tratamiento
disponibles para las infecciones causadas por patdgenos multiresistentes a los
antimicrobianos. Es realmente urgente establecer sistemas de vigilancia epidemioldgica

en los centros hospitalarios del pais.

Palabras clave: colistina, resistencia antibiotica, klebsiella pneumoniae.
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ABSTRACT

Introduccion: La colistina, conocida como colistimetato de sodio, es un
antimicrobiano considerado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de
maéaxima prioridad para tratar infecciones causadas por Klebsiella resistente a los
carbapenems. Su resistencia se asocia a mutaciones puntuales y la presencia
de genes plasmidicos que facilita su diseminacién. El objetivo del presente
estudio es evaluar la presencia de resistencia a colistina en cepas de
K.pneumoniae multidrogoresistentes aisladas del Instituto Materno Perinatal de
Lima, Peru en el periodo 2015 - 2018.

Material y métodos: Se analizé los niveles de sensibilidad mediante difusion en
disco, y para colistina mediante microdilucion. La presencia de los determinantes
genéticos a carbapenems y colistina (mcr) se determinaron por PCR y se
establecid la relacién clonal por la técnica de elecroforesis de campo pulsado
(PFGE).

Resultados: Se aislaron 36 cepas de K. pneumoniae multidrogoresistentes, 5
(13.8%) de todas las cepas, pertenecientes a 4 grupos clonales diferentes. Se
encontré una cepa positiva a blaKPC resistente a carbapenems, y no se detectd
genes plasmidicos asociados a la resistencia a colistina. Los niveles de
resistencia al resto de antimicrobianos testados fueron elevados a todos, a

excepcion de amikacina (13.9%).

Conclusion: Los resultados del estudio destacan la presencia de cepas
resistentes a colistina, situacion preocupante al ser parte de las ultimas
alternativas de tratamiento disponibles para las infecciones causadas por
patdogenos multiresistentes a los antimicrobianos. Es realmente urgente
establecer sistemas de vigilancia epidemiolégica en los centros hospitalarios del

pais.
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INTRODUCCION

La resistencia antibiotica continta siendo una de las principales problematicas
en la salud a nivel mundial (1). De ahi que se han descrito mayores niveles de
resistencia a antimicrobianos principalmente en paises menos industrializados
(2). América Latina no es ajena a esta problemética ya que existe una
propagacion creciente de bacterias resistentes que amenazan con el fallo a
tratamientos de ultima instancia (3,4). Cada vez son mas las bacterias
resistentes a multiples antimicrobianos que han sido asociadas con las
enfermedades infecciosas en humanos; Klebsiella pneumoniae es destacada por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como las bacterias
multidrogoresistentes de alta prioridad para la investigacion, especialmente la
resistente a carbapenems, (1) debido a la capacidad que tiene K. pneumoniae
de acumular y diseminar genes de resistencia a los antimicrobianos y de su gran
capacidad de adaptacion por su plasticidad genética y su elevada carga

plasmidica y una amplia variabilidad del contenido de G+C (5).

Debido a la disminucion de antimicrobianos efectivos para las infecciones
multiresistentes, se considera las polimixinas (B y E, llamada también colistina)
como los tratamientos de ultimo recurso (6), especialmente en infecciones
graves por K. pneumoniae resistente a los carbapenems. La colistina se utiliza
a menudo en combinacion con otros antibiéticos, incluyendo tigeciclina,

meropenem, gentamicina o fosfomicina para mejorar su efectividad. (7)

Desgraciadamente en los udltimos afios, la resistencia a colistina en K.

pneumoniae estd en aumento a nivel mundial (8)(9)(10). Los mecanismos de
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resistencia se dan principalmente a través de modificaciones a nivel de la
integralidad de la membrana celular y afecta el anclaje de la bacteria, ya sea a
nivel del lipopolisacarido (LPS) o por alteracion ionica de la misma membrana
(por cambios en el Mg+ y Ca++) (11). Estas modificaciones se pueden dar tanto
por la presencia de mutaciones en genes cromosomales, como en genes de
resistencia moviles transmitidos a través de plasmidos, como es el caso del gen

mcr (12).

Auln son pocos los estudios que han evaluado la prevalencia de los mecanismos
moleculares de esta resistencia y su relevancia clinica en Peru, asimismo la
Organizacion Panamericana de Salud (OPS) realiz6 un reporte en el 2016 dando
a conocer el aumento de la prevalencia de resistencia a este antimicrobiano (13)

a partir de los primeros reportes de la presencia de gen mcr-1 en el 2015. (12)

El objetivo del estudio pretende reportar los niveles de resistencia a colistina y
sus mecanismos moleculares adyacentes en cepas de K. pneumoniae
multidrogoresistentes aisladas durante el 2015-2018 en un hospital Materno-

perinatal de Lima, Peru.

MATERIAL Y METODOS

Estudio descriptivo de tipo transversal en el cual se analizaron las cepas aisladas
de K. pneumoniae en las muestras biologicas (sangre, liquido cefalorraquideo,
aspirado bronquial, coprocultivos) obtenidas en los pacientes admitidos en el

Instituto Nacional Materno Perinatal durante el periodo 2015-2018.
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Poblacién y muestra

Se incluyeron en el estudio un total de 36 aislamientos clinicos de K. pneumoniae
pertenecientes a diferentes pacientes. Estos aislados fueron seleccionados de
una coleccion de bacterias del Laboratorio de Microbiologia del Instituto Nacional
Materno Perinatal (INMP) de Lima. El personal del INMP guardaba las cepas de
Klebsiella de forma aleatoria para realizar trabajos de investigacion, incluyendo
los aislados que presentasen un perfil de sensibilidad MDR mediante pruebas de
difusién en disco. La informacion disponible de cada aislado fue el tipo de
muestra y afo, no pudiendo disponer de la informacién clinica méas detallada. El
periodo de recoleccion de los aislados fue comprendido entre el afio 2015 y

2018.

Anélisis de la sensibilidad a antimicrobianos

Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana fueron realizadas mediante pruebas
de difusibn en disco (cotrimoxazole, ceftazidime, cefotaxima, meropenem,
imipenem, piperacilina/tazobactam, cloranfenicol, amoxicilina mas acido
clavulanico, aztreonam, gentamicina, ciprofloxacino, levofloxacino,
nitrofurantoina, amikacina y aztreonam). Esta categoria de resistencia fue
interpretada de acuerdo a la guia de la Clinical and Laboratory Standard Institute
(CLSI) (14). La cepa de ATCC 25922 de Escherichia coli fue usada como
control. La evaluacion para la presencia de beta-lactamasas de espectro

extendido (BLEE) se evalu6 mediante el test de sinergia de doble disco (14).

El screening de la resistencia a colistina se realiz6 la prueba de agar-spot; los

aislamientos positivos se evaluaron mediante la técnica de microdilucion para la
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determinacion de la Concentracion Minima Inhibitéria (CMI) para este

antimicrobiano (15).

Se utilizé la definicibn de MDR, no susceptible a al menos un agente
antimicrobiano de tres grupos de antimicrobianos no relacionados entre ellos

(16).

Evaluacién Clonalidad

Para definir la clonalidad entre las cepas de K.pneumoniae del estudio, se utilizé
la técnica de la electroforesis de campo pulsado (PFGE) descrita anteriormente
(17)(18). Brevemente, se digirieron los genomas bacterianos con el enzima de
restriccion Xbal. Se colocaron en el gel para electroforesis bajo las condiciones
(6,0 V/ cm y un tiempo inicial de 5 s a un tiempo final de 35 s a 14 °C) durante
24 h. Se analizaron los perfiles del gel obtenidos para el analisis de los diferentes
clones presentes, definiendo con un nivel de identidad del 100% como cepas
pertenecientes a un mismo clon y las que presenten una identidad >80% se

consideraron como clonalmente relacionadas (18).

Andlisis de mecanismo moleculares a carbapenems y colistina

Las cepas que presentaban sensibilidad disminuida a los carbapenems, se
establecio la presencia de genes codificantes de carbapenemasas mediante la
prueba de PCR multiplex para los genes blaKPC, blaOXA-48, blaVIM, blaIMP y
blaNDM (19). Para la presencia de genes plasmidicos de resistencia a colistina
se realizé la PCR para la deteccion de los genes mcr-1 a mcr-5 descritos

previamente (20).
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RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacion

Se incluyeron en el presente estudio un total de 36 cepas de K. pneumoniae
MDR confirmadas mediante la técnica de MALDI TOF. Segun el origen de las
muestras, 23 cepas (64%) fueron aisladas de hemocultivos, 9 (25%) de

secreciones y 4 (11%) de coprocultivos.

Sensibilidad a antimicrobianos

Se reportaron unos niveles de resistencia bastante altos, destacando el 97%
aislados con resistencia a cotrimoxazol. Referente a los beta-lactamicos, se ha
encontrado 26 cepas (72%) resistentes a aztreonam, 23 cepas (64%) a
ceftazidima y 32 (89%) a cefotaxime. También se encontraron valores elevados
de resistencia en 24 cepas (67%) frente a gentamicina y 20 (56%) a
amoxicilina/acido clavulanico. El nivel de resistencia a quinolonas fue de 36% y
47% para levofloxacino y cirpofloxacino, respectivamente. Los niveles fueron
cercanos al 25% para imipenem, cloranfenicol, piperacilina-tazobactam y
nitrofurantoina. Destacar que solo para amikacina el valor fue menor a 15%.
(Figura 1). Analizando la presencia de BLEE, el 78% de las cepas resultaron
positivos en la deteccion fenotipica mediante la técnica de sinergia en doble

disco. (Figura 1)

De todas las cepas estudiadas, 5 cepas (13.8%) fueron resistentes a colistina en

las cepas de todos los afios, y 5 cepas de 15 (33.3%) en el 2018, con una CMI
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superior a 2 mg/l, en un rango de 8mg/l a 64 mg/l y se aislaron de hemocultivos

(3/5) y secreciones (2/5).

Analisis molecular carbapenems y colistina

De las cepas resistentes a carbapenems, se encontrd la presencia de un gen

blaKPC. Se detectd en una cepa aislada de coprocultivo (cédigo K80, tabla 1)

Referente a las cepas resistentes a colistina, la PCR no mostro la presencia de

ningdn gen mcr.

Analisis de clonalidad

Segun la informacién disponible del campo pulsado, se detectaron 16 pulsotipos
diferentes. Se destaca la distribucién espacio temporal de los pulsotipos (Tabla
1). Referente a las cepas resistentes a colistina, se observé que pertenecian a 4
clones diferentes segun el analisis de PFGE y todas fueron encontradas en el

afno 2018 (Tabla 1).

DISCUSION

El presente estudio evidencia la presencia de K.pneumoniae multiresistentes,
destacando la resistencia a colistina mediante alternaciones en genes
cromosomales, aisladas en pacientes del Instituto Materno-Perinatal de Lima

durante el afio 2018.

En general, las tasas de resistencia a los antimicrobianos entre los patégenos
comunes en los hospitales de Lima son elevados (21). La presencia de brotes
hospitalarios de Klebsiella productoras de BLEE, asi como de Enterobacteriales

en general, ha ido en aumento constante en América Latina. Recientemente en
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Peru se ha descrito una elevada presencia de BLEE en cepas aisladas de
bacteriemia en pacientes hospitalizados, cerca del 50%. Y los datos en la
comunidad no difieren mucho, ya que estan cercanos al 40% (21), sugiriendo
como en nuestro estudio, que en nuestro entrono la presencia de BLEE en la
poblacion peruana es elevada (21). Destacar que entre los patdgenos
reportados, Klebsiella spp. lidera la resistencia a la cefalosporina de tercera
generacion en la region, con valores reportados cercanos a 75% de resistencia

(22).

Nuestros resultados reportan, en estas cepas seleccionadas por ser
multidrogoresistentes, que la resistencia a carbapenems estd emergiendo,
acorde con la situacion emergente reportada a nivel mundial. En estas cepas se
ha encontrado el gen blaKPC; este gen se reportd por primera vez en el Peru en

2013 en una cepa de Klebsiella (23).

Es de destacar la elevada resistencia a tigeciclina reportada en este estudio;
aunqgue se debe confirmar mediante la técnica de microdilucon. La tigeciclina es
un antibiético de udltimo recurso que se utiliza para tratar infecciones severas
causadas por bacterias extensamente resistentes a los medicamentos, pero no
es utilizado en Lima. Se ha descrito recientemente la aparicién de genes de alto
nivel de resistencia a la tigeciclina mediada por plasmidos (24) y se sugieren su

vigilancia tanto en los sectores clinico y veterinario.

Referente a la colistina, destacar que no se reportaron cepas resistentes en el
periodo 2015-2017, pero si se encontraron 4 cepas no relacionadas clonalmente
(solo 2 aislados pertenecian al mismo grupo clonal) durante el afio 2018. Esos
resultados se alinean con el mayor uso de este antimicrobiano en el hospital, y

alertan de que las cepas resistentes ya estan circulando por la institucion.
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Estudios previos en el Per( ya reportan niveles del 5% de resistencia a este
antimicrobiano (7), y ya se han descrito brotes de cepas de Klebsiella resistente
a los carbapenems (productoras de blaKPC) y resistentes a colistina en la region

(25).

Generalmente, la resistencia a la colistina se correlaciona con la disminucion de
la afinidad del grupo de lipidos A de lipopolisacaridos de la bacteria con los
antibioticos de polimixina. En este estudio no se han encontrado genes de
resistencia a colistina asociados a plasmidos, lo que se sugiere que la resistencia
a colistina viene dado por la presencia de mutaciones en el cromosoma,
asociado principalmente a los componentes (pmrAB y phoPQ) y su regulador
mgrB (26, 27). En el Per hay un estudio del afio 2018, donde detectaron el gen
mcr-1 en cepas de E.coli procedentes de urocultivos, pero su frecuencia es baja
en el pais (28). Aun asi, se sugiere hacer vigilancia de los mecanismos
plasmidicos por su capacidad de diseminarse entre las diferentes especies

bacterianas.

Actualmente no todos los hospitales publicos hacen vigilancia de la resistencia a
colistina, asi que parece probable que los niveles de resistencia a colistina en el
Peru estén subestimados. El presente estudio muestra la presencia de cepas
resistentes a colistina, y segun su clonalidad, sugiere que no es la dispersion de
un solo clon, sino varios que han surgido por presién de uso y diseminacion del
antimicrobiano (29). Recientemente, el Ministerio de Agricultura y Riego del Peru
(Minagri) ha prohibido el uso, importacion, comercializacién, fabricacién o
elaboracion de productos veterinarios que contengan colistina (Polimixina E)
para evitar una ejercer una presion selectiva sobre este antimicrobiano, debido

a gue es un antimicrobiano maxima prioridad para el uso en medicina humana.
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El presente estudio cuenta con limitaciones, una importante es no disponer de la
informacion clinica, saber la patologia y el tratamiento antimicrobiano recibido,
ayudaria a relacionar sobre factores asociados para la adquisiciéon de la
resistencia a colistina. También se cuenta con un sesgo importante en la
seleccion de las cepas de Klebsiella, debido a que solo se ha estudiado 36
aislados, y se deberian ampliar el ndmero para tener una mayor

representatividad.

CONCLUSION

Es preocupante el porcentaje de cepas resistentes a colistina no relacionadas
clonalmente, teniendo en cuenta que este antimicrobiano forma parte de las
Gltimas alternativas de tratamiento. Es realmente urgente establecer sistemas de
cribado y vigilancia epidemioldgica y molecular en todos los centros hospitalarios

del pais.
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FIGURA 1:

Grafico de los niveles de resistencia a los antimicrobianos de cepas de
Klebsiella pneumoniae del periodo 2015-2018.

GRAFICO DE LOS NIVELES DE RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS DE CEPAS DE
KLEBSIELLA DE PNEUMONIAE DEL PERIODO 2015-2018
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Tabla 1:

Dendograma de la relacion clonal y perfil de sensibilidad a antimicrobianos de las
cepas de Klebsiella pneumoniae analizadas en el estudio.

Dendograma ID Pulsotip] Ao Origen BLEE  Colistina Resistencia Ab
50 &0 0 B0 90 100
K81 1 2018 Secreciones + Mer,Imu Ptz Chl Sxt Nit Tyg Lev, Azm Cip,Ct Caz Gen Ame
K23 2 2015 Hemocultivo - Mer Imi Ptz Chl Sxt Nit Tye Azm Cte Caz Gen Ame
u I~ K28 3 2017 Hemocultivo + St Tyg, Aom Ctx,Caz Gen Ame
K64 3 2013 Hemecultivo + 8xt Nit, Tyz Lev, Azm Cip,Ctx Caz,Gen Amlk Amc
Kl 3 2017 Hemecultivo + Imi Ptz Sxt Nit Ty, Azm Ctx Caz Gen Amk Ame
K10 3 2017 Hemocultivo + Sxt Tyg Lev, Azm Cip.Cte Caz, Gen Amk Amc
K68 6 2018 Coprocultive + Sxt Tyve,Cte Caz Ame
Ké 7 2015 Hemocultivo + Sxt, Azm Cte Caz, Gen
Kl6 7 2015 Secreciones + Sat Ty Azm Cip Ctx Caz Gen Amc
—_— K2 7 2016 Hempocultive + Mer, Imu Sxt Tyg Lev, Azm Cip, Cte Caz Gen Amk
K30 7 2015 Hemocultive + Sxt, Tyg, Azm Ctx, Gen
1 K1l 7 2015 Hemocultivo + Imi Ptz Chl, Sxt Nit, Tyz, Ctx, Gen, Ame
L 22 7 2015 Hemocultive + - Sxt,Tve, Azm Cip,Ctx Caz Gen
K20 7 2018 Hemoeultivo - 64ug/ml Sxt Tyg,Lev,Azm Cc,Caz Gen, Ame
K60 k3 2015 Coprocultive - - Tye
K66 9 2018 Sacrecionss + - Chl, Sxt, Tvg Lev,Cip,Ctx Caz,Gen
2 E 2018 Secreciones - - Ptz Chl Sxt Nit, Tyg,Gen
K47 10 2018 Hemoeultive - - Sxt,Tyz, Azm Ctx Gen
d | K83 12 2018 Hemocultivo + 32ug/ml T, St Nit, Ty, Azm Cip, Cx,Caz, Gen Ame
4 K79 1 2018 Seereciones - g EPECHLSNtTyglevAm CipCorCazGen Ame
KE&0 12 2018 Coprocultive + - I, Ptz Chl Sxt Tyg, Azm, Cox Caz Amk Ame
‘ K27 13 2015 Hemocultivo + - 8xt, Tyg.Azm, Ctx.Caz Ame
I . r K42 14 2018 Sacreciones + - Ptz Sxt Tyg Azm Cip,Ctx Caz
- K61 14 2018 Hemocultivo + - Sxt, Tyg,Cr,Caz Ame
| L K12 14 2018 Hemocultivo + — Imu, Chl Sxt, Tyz,Cox, Ame
| K33 14 2018 Secreciones + - Sxt, Tyz. Azm, CipCix,Caz Ame
- K29 15 2018 Hemocultivo - - Sxt, Tyz, Azm Cix
S— | K3 13 2015 Coprocultivo + = Sxt Tyg Lev, Azm Cip Cte Caz,Gen Amc
Ii K3l 16 2015 Secreciones + - Sut, Tyz,Cor Ame
K50 16 2015 Hemocultive + - Sxt Tyg.Lev,Azm, Cip,Cox Caz,Gen. Ame
K17 16 2015 Hemocultivo + - Sxt Tyg.Lev, Azm Cip. Coc Caz,Gen_Ame
r K26 16 2018 Hemocultive + Bug/ml Bxt, Tyg Lev,Azm Cip,Cte,Caz Gen
. K4 16 2015 Hemocultive + - Irmi, 8t Tye Lev, Azm Cip, Cte, Caz Gen Amk Ame
[ Kl3 17 2013 Hemocultive = = I Sxt
K67 18 2018 Secreciones - 16ug/ml Sxt
Kl4 19 2015 Hemocultive + - Ptz Nit. Tve. Aem Cip.Che.Caz.Gen
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