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Resumen

Klebsiella spp constituye uno de los principales patégenos nosocomiales a nivel
mundial con extrema resistencia a la mayoria de los antimicrobianos incluso a los
carbapenémicos. La emergencia en Latinoamérica de esta resistencia ha conllevado a
tres alertas epidemiolégicas por la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)
guien insta a los paises a fortalecer la vigilancia de este patégeno. En Cuba, no existia
una vigilancia nacional para Klebsiella spp por lo que se hizo necesario iniciar la misma
en el Laboratorio Nacional de Referencia de Microbiologia del IPK (LNRM/IPK) con la
introduccion de metodologias para la caracterizacion convencional y molecular de este
patdgeno monitoreando la susceptibilidad antimicrobiana, especies circulantes, las
bases genéticas de la resistencia a betalactamicos y determinar la relacion genética
entre aislados cubanos y su impacto en la evolucién de la resistencia antibiotica
valorando sus implicaciones clinico-epidemioldgicas.

Se estudiaron 696 aislamientos procedentes de 14 provincias del pais y el municipio
especial Isla de la Juventud recibidas durante el periodo Enero/2010-Agosto/2014 en el
LNRM/IPK. Se realizé la identificacion de especies por métodos convencionales y
automatizados. Se determino la concentracion inhibitoria minima a 20 antimicrobianos
segun las normas CLSI, 2012 con la deteccion fenotipica de Betalactamasas de
espectro extendido (BLEE), AmpC plasmidica y carbapenemasa KPC. Se investigaron
diferentes genes bla por PCR y posteriormente por secuenciacion de ADN se
determinaron los subtipos de CTX-M y TEM. Mediante estas dos técnicas moleculares,
también se caracterizaron las cepas presuntivas de KPC para conocer variantes
genéticas de esta. Se evalud la relacion clonal entre las cepas BLEE y las KPC
positivas mediante la Electroforesis en Campos Pulsados y RAPD (Random amplified
polymorphic DNA analysis), respectivamente.

Se realizé un estudio de secuencias multilocus en 54 cepas productoras de BLEE de
diferentes regiones del pais y en las tres cepas productoras de carbapenemasas KPC
para determinar su estructura poblacional y relacion filogenética con aislamientos de
otras regiones. Se realizd, ademas, un andlisis particularizado de los aislamientos que
causaron infecciones en niflos. Se muestra la susceptibilidad de aislados de Klebsiella
de diferentes areas geograficas del pais, revelando la circulacion de Klebsiella
resistente a carbapenémicos, colistina y dominante multidrogorresistencia. Esto, unido
a la elevada prevalencia de BLEE con diferentes variantes genéticas, incluso en la
comunidad, constituye una alarma de la resistencia de Klebsiella en el pais. Se notifica
la emergencia de K. pneumoniae productora de KPC en Cuba lo que permitié alertar a
las autoridades de Salud Publica sobre la necesidad de implementar la vigilancia activa
de carbapenemasas.



La policlonalidad observada entre las cepas BLEE positivas mostraron evidencia que la
presion de seleccion ejercida por el amplio uso de cefalosporinas en los hospitales
parece ser la causa de su emergencia en el pais mas que la diseminacién de un clon
especifico. Se identificaron 27 secuencias tipos (STs) entre las cepas BLEE positivas
con circulaciéon en Cuba del complejo clonal 258. Se detectaron 10 nuevas secuencias
tipo a nivel mundial y se evidenci6 una relacion filogenética muy estrecha de las STs
cubanas con lineas europeas y asiaticas Se notifica una ST a nivel mundial portando el
gen blaKPC-2 lo que alerta sobre una propagacion de este gen constituyendo una
alerta internacional. Se notific6 un 11% de resistencia a colistina y dominante
multidrogorresistencia. El estudio en poblacién pediatrica reveld una mayor afectacion
de los servicios de neonatologia y UCI pediatricas con mayor ocurrencia de infeccién
del torrente sanguineo lo que alerta a reforzar las medidas de control de infeccion en
estos pacientes muy susceptibles a las infecciones y con esquemas terapéuticos
limitados.

Conclusiones: Se inicia una vigilancia nacional que aborda de manera integral la
caracterizacion del género Klebsiella causantes de infecciones en Cuba con
implementacion de protocolos recomendados por OPS-OMS para la deteccion de
fenotipos emergentes de resistencia lo que permitird continuar con la vigilancia de este
patdgeno y alertar ante un nuevo evento epidemiolégico. Se capacitd al personal
técnico y profesional de la red nacional de Microbiologia lo que permitié avances en el
conocimiento de este patdégeno aportando herramientas esenciales para un mejor
diagndstico y vigilancia de este microorganismo. Los estudios de la susceptibilidad
antimicrobiana fueron imprescindibles para la elaboracion del Consenso Nacional de
Tratamiento de las Infecciones Asociadas a la Asistencia Sanitaria (IAAS) lo que
constituyo un apoyo para el Programa de Prevencion y Control de las IAAS y el PAMI.

Comunicacion Corta

Klebsiella spp constituye uno de los principales patdégenos nosocomiales a nivel
mundial. Actualmente se considera una superbacteria por su extrema resistencia a la
mayoria de los antimicrobianos y la emergencia de resistencia a carbapenémicos lo
gue representa un desafio para el control de la infeccidon. El Centro para el Control de
Enfermedades de Estados Unidos (CDC, de sus siglas en inglés) declar6é diferentes
niveles de amenazas segun el impacto de los patégenos para la salud publica ubicando
en el nivel 1 los que requieren una accién urgente y agresiva para contenerlos
(enterobacterias resistentes a los carbapenémicos, principalmente Klebsiella
pneumoniae productora de carbapenemasas KPC y NDM-1); en el nivel 2 las que
representan una amenaza seria que requieren de acciones rapidas y sostenidas para
evitar su continua propagacion (Entre las que se cita enterobacterias productoras de
betalactamasa de espectro extendido como Klebsiella pneumoniae)*. Esto evidencia el
verdadero problema que representa este microorganismo en la actualidad. La
produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) conlleva a la pérdida de
la eficacia de las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, principal familia de
antibacterianos usados en las infecciones graves, y ademas, al comprometimiento de la
eficacia clinica de los carbapenémicos al conllevar a un mayor uso de éstos como
Unica opcion terapéutica disponible.



En 1996 se reporta el primer aislamiento de K. pneumoniae resistente a los
carbapenémicos, constituyendo una alarma a nivel mundial. Esto propicié el incremento
del uso de las polimixinas y la tigeciclina, antimicrobianos mas caros y para los que la
resistencia ya emerge circulando cepas pandrogorresistesde forma global®. Este hecho
se agrava aun mas ante la amenaza inmediata de una reduccion en el descubrimiento
y el desarrollo de nuevos antibioticos. ElI conocimiento de las bases genéticas de la
resistencia a los antibiéticos en un pais, es de vital importancia para el control de la
diseminacion de dicha resistencia. Por otro lado, el conocimiento de la relacion
genética entre aislados que circulan en hospitales es imprescindible para detectar y
prevenir la transmision de cepas resistentes que pueden ser causa de brotes, ademas
gue contribuyen a esclarecer la dinamica de transmision de la resistencia
antimicrobiana.

Estudios puntuales desarrollados en algunos hospitales de Cuba, han evidenciado
porcentajes elevados de resistencia a cefalosporinas en el género Klebsiella® *
incluso uno de ellos, demostré la presencia de BLEE tipo TEM en este patégeno® o
gue resalta aun mas la necesidad de una vigilancia sostenida en el pais.

Por la dispersion de las Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE) vy
carbapenemasas (KPC y NDM) en servicios de salud de paises de las Américas la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) ha emitido tres alertas epidemioldgicas
en los Gltimos 4 afios ® y junto a la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) solicitan
incrementar los esfuerzos para intensificar la vigilancia e implementar protocolos para
la deteccion oportuna de estos fenotipos emergentes de resistencia, asi como
intensificar medidas de prevencion y control de infecciones.

Ante este llamado y la creciente multidrogorresistencia a nivel mundial de los
patdgenos causantes de infecciones asociadas a la asistencia sanitaria (IAAS), se da
inicio en el 2010, en el Instituto "Pedro Kouri", IPK, a una vigilancia de laboratorio a
escala nacional para el género Klebsiella. Se introducen metodologias y protocolos de
trabajo para la caracterizacion convencional y molecular de este patdgeno lo que ha
permitido crear una coleccibn de cultivo que durante el periodo Enero/2010-
Agosto/2014 incluye 696 aislamientos procedente de 14 provincias del pais y el
municipio especial Isla de la Juventud, donde la caracterizacion de los mismos
conforman este trabajo que incluye las siguientes investigaciones: 1- Identificacion de
especies de Klebsiella causantes de infecciones en Cuba. 2- Determinacion de la
susceptibilidad a 20 antimicrobianos segun las normas del CLSI, 2012 ' -Se
implementaron y ejecutaron los protocolos para la deteccion fenotipica de la produccion
de Betalactamasas de espectro extendido, betalactamasa AmpC plasmidica y
carbapenemasa KPC en aislamientos de Klebsiella resistentes a cefalosporinas y
carbapenémicos, respectivamente. 4-Se estudiaron las bases genéticas que median la
resistencia de esta bacteria a cefalosporinas (genes bla) y a carbapenémicos (genes
KPC). Posteriormente por secuenciacion de ADN se determinaron los subtipos de
betalactamasas CTX-M y las variantes genéticas de KPC detectadas. Se desarrollaron
los primeros estudios de epidemiologia molecular en Klebsiella procedentes de



servicios hospitalarios cubanos de diferentes regiones del pais aplicando la
"Electroforesis en Campos Pulsados" (PFGE), Técnica de Referencia Internacional
para los estudios a corto plazo y RAPD (Random amplified polymorphic DNA analysis),
respectivamente. Se aplicd, ademas, el estudio de secuencias multilocus (MLST),
Técnica de Referencia Internacional para los estudios a largo plazo o globales, en 54
cepas productoras de BLEE de diferentes regiones del pais y en las tres cepas
productoras de carbapenemasas KPC para determinar su estructura poblacional y
relacion filogenética con aislamientos de otras regiones del mundo.

Se suma Cuba, de esta forma, al esfuerzo internacional por un mejor control de la
infeccion por Klebsiella y lucha contra su resistencia antimicrobiana dando
cumplimiento a las medidas dictadas por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y
el Centro para el Control de Enfermedades (CDC, siglas en Ingles) de Atlanta con
vistas a contrarestar el fendmeno de la resistencia antimcirobiana y la necesidad de
prevenir infecciones como primera estrategia para la contecion de este fenémeno.

Breve descripcion de los principales resultados alcanzados:

1-El Inicio de la vigilancia nacional del genéro Klebsiella en el LNRM/IPK con
implementacion de métodos fenotipicos y genotipicos recomendados por OPS-OMS
para la caracterizacion de dicho patdgeno, asi como la capacitacion del personal
técnico y profesional de la red nacional de Microbiologia permiti6 durante este el
periodo de vigilancia avalar cientificamente la problematica de Klebsiella causante de
infecciones en diferentes regiones del pais donde K. pneumoniae represento la especie
mas frecuente (93%), lo que la ratifica como la de mayor impacto clinico dentro del
género. K. oxytoca ocupO el segundo lugar (5.74%. Otras especies de menor
importancia clinica se identificaron como: K. ornithinolytica (0.71%); K. terrigena,
(0.43%); K. ozaenae (0.28%) y K. rhinoescleromatis (0,14%). Sin embargo, algunas de
estas especies fueron causa de infecciones invasivas. Estos hallazgos evidencian
como las implicaciones clinicas de las especies minoritarias del género Klebsiella
cobran cada dia mayor interés observando posibles cambios evolutivos en su
comportamiento clinico.

El monitoreo de la susceptibilidad antimicrobiana durante estos afios suscita una gran
preocupacion ya que se obtuvieron porcentajes de resistencias elevados para la
mayoria de los antimcirobianos evaluados, principalmente para los betalactamicos, con
excepcion de los carabapenémicos. Para las cefalosporinas, antibioticos de eleccion en
las infecciones severas en este género se constatd entre 50-54% de resistencia y para
el monobactamico aztreonam 43%. Los carbapenémicos constituyen antibiéticos de
primera linea recomendados para infecciones graves causadas por enterobacterias
multiresistentes productoras de BLEE o de B-lactamasa AmpC y con frecuencia son la
Unica opcién terapéutica disponible por lo que la deteccion de resistencia a estos es
una alarma en la actualidad. La vigilancia implementada permiti6 detectar dicha
emergencia en nuestro pais y aunque el porcentaje de resistencia es bajo (2%) es
considerado un hallazgo alarmante y constituye una alerta epidemioldgica para todos
los hospitales y refuerza, la necesidad de mantener una vigilancia continua de la



resistencia antimicrobiana incluso fortalecer la de otros bacilos Gram negativos por la
facil diseminacion entre diferentes géneros bacterianos.

La resistencia para aminoglucésidos (17-41%), fluoroquinolonas (acido nalidixico, 35%;
ciprofloxacina, 24%; ofloxacina 21%), a tetraciclinas (31-36%), la nitrofurantoina (32%)
y el trimetoprim-sulfametoxazol (51%), también fue elevada. Se constaté un 11% de
aislamientos de Klebsiella resistentes a la colistina. El 53.5 % de estas cepas
procedieron de los servicios de neonatologia y UCI y el 82% de ella estuvieron
relacionadas con procesos invasivos. Merece la pena sefialar que, esta droga junto a la
tigeciclina constituyen las Unicas armas terapéuticas en la actualidad para combatir las
cepas de Klebsiella resistente a los carbapenémicos y el uso de este antibibtico,
aunque sea racional, lleva al desarrollo de subpoblaciones resistentes
(heterorresistencia) que juegan un papel fundamental en el desarrollo de la resistencia
posterior.

El 62.2% de estas cepas resistentes a colistina fueron productoras de BLEE
invalidando el uso de las cefalosporinas frente a las mismas pero afortunadamente una
sola cepa fue resistente a carabapenémicos, los Unicos antibioticos junto a la colistina
de mejor efectividad frente a bacilos Gram negativos en la actualidad ante la
inexistencia de la tigeciclina en Cuba. Las cepas no mostraron resistencia a tigeciclina,
aunque cuatro cepas mostraron sensibilidad intermedia con una CIM=4ug/mL, lo que,
podria significar la posible adquisicion de mecanismos de resistencia como las bombas
de eflujo y mecanismo de proteccion ribosomal que inactivarian a este antimicrobiano.

Los resultados del presente trabajo ratifican el fenomeno de la multidrogorresistencia
(MDR) en el género Klebsiella, donde se obtuvo un 39% de cepas MDR 29, Se llevé a
cabo la deteccion fenotipica de mecanismos de resistencia (Betalactamasas de
Espectro Extendido, AmpC plasmidica, carbapenemasas. Se evidencié que el 50.5%
del total de aislamientos de Klebsiella coleccionados durante la vigilancia fueron
productores de BLEE. Este hallazgo justifica los elevados niveles de resistencia para
las cefalosporinas y el aztreonam. De ellos, el 89% procedia de muestras de pacientes
ingresados y el 11% de la comunidad. Esta distribucion confirmé la variabilidad
epidemiologica de este fenotipo de resistencia y evidencidé la necesidad de un
monitoreo sistematico. Por otro lado, de las cepas resistentes a cefoxitina en dos de
ellas se confirmé fenotipicamente la produccion de AmpC constituyendo un hallazgo
novedoso del presente trabajo ya que es el primer reporte de Klebsiella spp productora
de esta enzima en Cuba.

La introduccién del método fenotipico para la deteccién presuntiva de carbapenemasa
KPC permitié detectar tres cepas productoras de este fenotipo emergente en el pais. El
estudio de las bases genéticas de la resistencia a Betalactamicos permitié conocer los
tipos de BLEE producidos por Klebsiella spp procedentes de diferentes areas
geograficas del pais detectando los tres tipos mas frecuentes: gen blaCTX-M (76%),
gen blaTEM (70%) y el gen blaSHV (30%). La caracterizacibn molecular de 54
aislamientos clinicos de K. pneumoniae productoras de BLEE procedentes de
diferentes provincias del pais mostré6 que la mayoria de las cepas CTX-M se



correspondieron con el grupo 1: CTX-M-15 (43 aislamientos, 79.6%), CTX-M-32 (2
aislamientos, 3.7%), CTX-M-1 (1 aislamiento, 1.8%) y CTX-M-12 (1 aislamiento, 1.8%).
El resto de los aislamientos correspondieron al grupo 2: CTX-M-2 (6 aislamientos,
11.1%) y grupo 9: CTX-M-9 (1 aislamiento, 1.8%) y el recientemente descrito CTX-M-
124 (1 aislamiento, 1.8%). Merita la pena sefialar la coexistencia de diferentes
mecanismos en dos cepas: una de ellas con CTX-M-15 mas CTXM-2 y la otra con
CTX-M-15 mas TEM-26 . Los estudios de epidemiologia molecular en estos
aislamientos productores de BLEE demostraron una elevada diversidad genética. Esta
policlonalidad observada demostré6 la ausencia de algin brote epidémico y al
correlacionarla con los fenotipos de resistencia sugiere la aparicion de cepas
resistentes a las cefaloporinas especificas de forma individual mas que la circulacion y
transmision de un aislado habitual entre pacientes, es decir que la presion de seleccion
ejercida por el amplio uso de cefalopsorinas en los hospitales puede ser la causa de la
elevada prevalencia de BLEE mas que la diseminacion de un clon especifico.

El andlisis de secuencias multilocus corrobord la diversidad genética obtenida por
PFGE al identificar 27 secuencias tipos (STs), diversidad que fue mayor entre las cepas
aisladas en La Habana donde también se observa mayor circulacion de diferentes
grupos de betalactamasas tipo CTX-M. Se revel6 una mayor similitud genética de los
aislamientos cubanos con los de Asia y Europa. A pesar de la circulacion internacional
de clones de K. pneumoniae multidrogorresistente se reportaron 10 nuevas STs a nivel
mundial en este trabajo (ST733-ST742) lo que constituyé un hallazgo novedoso de la
presente investigacion y resalta la importancia de los estudios de epidemiologia local **.

Dandole cumplimiento a una de las medidas internacionales para el control de la
diseminacion de carbapenemasas, se estudiaron las bases moleculares de la
resistencia a carbapenémicos en tres aislamientos clinicos de K. pneumoniae
causantes de infecciones severas presuntivamente productoras de carbapenemasa
KPC. Dicha vigilancia permitio detectar y confirmar por el método de referencia
internacional (Reaccion en Cadena de la Polimerasa, PCR), la emergencia, por vez
primera en Cuba de carbapenemasas tipo KPC lo que constituyd una alerta
epidemiolégica nacional en el pais ***3.

El andlisis de la secuenciacion nuclotidica del gen blaKPC reveld la variante genética
tipo 2 evidenciando la circulacion de la carbapenemasa KPC-2 en Cuba que es una de
las de mayor diseminacion mundial junto a la KPC-3. El estudio de epidemiologia
molecular para evaluar la relacion genética entre las cepas de Klebsiella
pneumoniaeproductora de carbapenemasa KPC mediante RAPD demostré que son
genéticamente idénticas y tienen un mismo origen. Dichas cepas derivaron de dos
provincias distantes geograficamente Holguin (region oriental) y La Habana (region
occidental). La correlacién del genotipo con el perfil de resistencia antimicrobiana y
datos epidemiolégicos revelan una transmision nosocomial de este genotipo en dos
servicios de un mismo hospital lo que agrava la repercusion epidemiologica de este
evento. El estudio de secuencia multilocus revel6 que las tres cepas blaKPC-2-
positivas se clasificaron como ST1271 (CC29), un single locus variant (SLV, siglas en
inglés) de la ST29. La ST1271 se revela en este estudio como un nuevo clon que porta



el gen blaKPC-2 a nivel mundial ya que la presencia de este gen no habia sido
reportado en esta ST, asi como en el clon ST29. Los pacientes infectados con K.
pneumoniae productora de KPC no documentaron antecedentes de viajes al extranjero,
lo que sugiere la adquisicion local y una diseminacion silente del clon ST1271 portando
este rasgo de resistencia emergente a nivel mundial.

Debido a que los viajes intercontinentales se han relacionado directamente con la
propagacion de los pacientes colonizados o infectados con K. pneumoniae productora
de KPC, el turismo internacional y viajes al exterior pueden haber desempefiado un
papel importante para su emergencia en Cuba. Un andlisis particularizado en poblacion
pediatrica reveld una mayor afectacion de los servicios de neonatologia y UCI
pediatricas con mayor ocurrencia de infeccion del torrente sanguineo lo que alerta a
reforzar las medidas de control de infeccidén en estos pacientes muy susceptibles a las
infecciones y con esquemas terapéuticos limitados **.
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