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Resumen

En la actualidad la resistencia a los antimicrobianos es un serio problema de salud publica
que requiere vigilancia epidemiologia, a su vez se ha demostrado el impacto econémico que
tendra en unas décadas. esta vigilancia requiere intervencion en la comunidad donde hoy

existe una mala praxis en el control de antimicrobianos.

Objetivo: El objetivo de este estudio fue determinar la frecuencia de Klebsiella spp.
productoras de carbapenemasas aisladas de flora fecal de preescolares en una comunidad de

El Agustino, 2018.

Meétodos: En un estudio descriptivo, prospectivo de corte transversal. Se contdé con 86
muestras de heces cultivadas en agar selectivo para enterobacterias resistentes a
antimicrobianos mediante el uso del agar MacConkey con una cefalosporina. Los
instrumentos empleados fueron las fichas de datos epidemioldgicos llenadas al momento de

la recoleccion de la muestra.

Resultados: Se identificaron 9 cepas de Klebsiella spp. (10.5%). Donde se encontr6 que las
cepas de Klebsiella spp. no fueron productoras de carbapenemasas en preescolares de una

comunidad de EI Agustino.

Conclusiones: En la investigacion no se encontraron cepas de Klebsiella spp. productoras de
carbapenemasa en preescolares. Al evidenciar la produccion de esta enzima a nivel
hospitalario es importante realizar medidas de control en infecciones y vigilancia para limitar

la propagacion a la comunidad.

Palabras clave: Klebsiella pneumoniae, carbapenemasa, preescolares.
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Abstract

Currently, antimicrobial resistance is a serious public health problem that requires
epidemiological surveillance, in turn it has had the economic impact it will have in a few
decades. This surveillance requires intervention in the community where today there is a bad

practice in the control of antimicrobials.

Objective: The objective of this study was to determine the frequency of Klebsiella spp.
Producers of selective carbapenemases of fecal flora of preschoolers in a community of El

Agustino, 2018.

Methods: In a descriptive, prospective cross-sectional study. There were 86 stool samples
grown on selective agar for antimicrobial resistant enterobacteria by using MacConkey agar
with a cephalosporin. The instruments used were the epidemiological data sheets filled at the

time of sample collection.

Results: 9 strains of Klebsiella spp. (10.5%). Where it was found that the strains of
Klebsiella spp. they were not producers of carbapenemases in preschoolers of a community

of El Agustino.

Conclusions: In the investigation no strains of Klebsiella spp. Carbapenemase producers in
preschoolers. When evidencing the production of this enzyme at the hospital level, it is
important to carry out infection control and surveillance measures to limit the spread to the

community.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, carbapenemasa, preschoolers



. Introduccion

Se ha propuesto la iniciativa ONE HEALTH en el 2006, ella explica que la diseminacion
de la resistencia bacteriana no Unicamente interviene en los nosocomios, como Se creia,
actualmente existen tres variables; la salud humana, sanidad animal y el medio ambiente los

que fortalecen y acrecientan la diseminacion del fendmeno de la resistencia bacteriana.

La comunidad ha tomado un mayor protagonismo, debido a la automedicacion vy la falta
de control en la venta de antimicrobianos de amplio espectro. Gracias a esta mala praxis la
situacién que actualmente se contempla es la falta de herramientas en la lucha de infecciones
bacterianas complejas como son aquellas protagonizadas por bacterias con un perfil de
resistencia ampliado, que limita las opciones terapéuticas y posibilita un riesgo elevado de
mortalidad en el paciente que sufre este tipo de infecciones. Por tal razon es importante
conocer la fuente de estos microorganismos y tomar acciones que corten el flujo de

diseminacion.

En este caso la vigilancia epidemioldgica de portadores asintomaticos de bacterias
multidrogo - resistentes es una necesidad, el siguiente trabajo se centré en la comunidad
donde identificamos enterobacterias y especificamente las del género Klebsiella. Debido a su
versatilidad en la captacion molecular de nuevos mecanismos de resistencia de gran interés
especificamente de tipo enzimatico y aquellas proteinas que inactivan o hidrolizan a los

carbapenémicos, conocidas como carbapenemasas.



1.1 Descripcion y formulacion del problema

1.1.1 Descripcién del problema

La resistencia bacteriana es una lucha constante por la supervivencia humana y bacteriana,
es asi que actualmente los microorganismos han diseminado plasmidos que confieren
informacion para expresar enzimas que neutralicen antimicrobianos de amplio espectro.

(Bush, 2010).

Este avance hace dificil el uso de antibidticos betalactamicos frente a estos
microorganismos ya que deja con menos opciones terapéuticas, es importante mencionar
también el uso desmedido de antimicrobianos, fracasos a nivel terapéutico, eliminacion
masiva de estos farmacos al medio ambiente, el uso para favorecer el crecimiento de
animales hace que la diseminacion de genes de resistencia altere la microbiota de todos los

sistemas. (Pacheco, 2012)

La presencia de pacientes colonizados es una de las vias mas importantes para la
propagacién de bacterias multirresistentes, su contencion es una prioridad clinica y de salud
publica reconocido por diferentes instituciones a nivel internacional. Los estudios de
vigilancia son imprescindibles para la deteccion precoz de la colonizacion de estas bacterias.
Se deben incluir especies de mayor interés debido a su impacto a nivel clinico,

epidemioldgico y a los inconvenientes terapeuticos que pueda generar. (Oteo, 2015)

Es asi que toma importancia el hacer un estudio para la deteccion temprana de la

colonizacién de estas bacterias a nivel comunitario debido a la alta incidencia de casos de



bacterias productoras de carbapenemasas a nivel intrahospitalario, el uso desmedido de
antibioticos genera también preocupacion puesto que es un factor para sensibilizar bacterias
que son parte de la microbiota. La produccién de enzimas inacctivadoras de carbapenémicos
0 carbapenemasas carbapenemasas, es uno de los méas recientes, quizas de los que mas
generan problemas ya que frente a microorganismos gran negativos multirresistentes dejan

con muy pocas opciones terapéuticas. (Morején, 2012)

La actual complejidad en el manejo de las enfermedades infecciosas y el aumento de las
resistencias hace necesarios la creacién de programas de optimizacion del uso de
antimicrobianos en los hospitales (PROA). Son programas multidisciplinares que surgen ante
el aumento de los microorganismos resistentes a los antimicrobianos, con el objetivo de
minimizar los efectos adversos asociados con la utilizacién de antimicrobianos y la finalidad

de reducir el gasto derivado de su uso. (Rodriguez et al., 2012)

Esta investigacion pretende conocer afondo la diseminacion en el &mbito a nivel

comunitario de Klebsiella spp. productoras de carbapenemasas aisladas en materia fecal.



1.1.2 Formulacién del problema

1.1.2.1. Problema General
e ;Cual es la frecuencia de Klebsiella spp. productora de carbapenemasas aisladas en

flora fecal de preescolares en una comunidad de Ancieta, ElI Agustino junio 2018?

1.1.2.2. Problemas Especificos
e Cudl es la frecuencia de Klebsiella spp. productoras de carbapenemasas en

preescolares segin sexo en una comunidad de Ancieta, EI Agustino junio 2018?

e Cudl es la frecuencia de Klebsiella spp. productoras de carbapenemasas en
preescolares con antecedentes de hospitalizacion en una comunidad de Ancieta, El

Agustino junio 2018?

e ;Cual es la frecuencia de Klebsiella spp. resistente a carbapenémicos no productoras
de carbapenemasas aisladas en flora fecal de preescolares en una comunidad de

Ancieta, EI Agustino junio 2018?



1.2 Antecedentes

En la busqueda de informacion se encontro estudios relacionados con el tema a tratar,

encontrandose investigaciones de tipo descriptivo con una, dos o mas variables.

Pakistan, determinaron las tasas de colonizacion intestinal con enterobacterias productoras
de BLEE y carbapenemasas entre los bebés sanos en un entorno comunitario. Se evaluaron la
materia fecal de 100 bebés sanos que vivian en una comunidad suburbana pakistani entre las
edades de 5 y 7 meses. Las muestras se plaquearon en agar Mac Conkey para seleccionar
bacterias Gram negativas. Se usaron pruebas moleculares en busca de genes BLEE y
carbapenemasas, donde se hallaron que el 7.5% fueron positivos para enterobacterias
productores de carbapenemasas, los cuales pertenecian a Klebsiella spp. Las pruebas
moleculares mostraron que el 33% expresaban el gen KPC carbapenemasa. (Saleem et al.,

2017)

Egipto, realizaron un estudio en 600 pacientes (450 no hospitalizados y 150 pacientes
ingresados en diferentes departamentos del Hospital) atendidos en el hospital Kasr Alaini e
investigados en el laboratorio de microbiologia de los Hospitales Universitarios de El Cairo.
La edad del grupo | varié de 18 a 82 afios mientras que la edad del grupo Il vari6 de 10 a 77
afios. De ellos 12 muestras fueron positivas a métodos fenotipicos y moleculares que dieron
positivos a la produccion de carbapenemasas del tipo OXA — 48. Dos de ellos fueron

pacientes no hospitalizados. (Sayed et al., 2013)

En India se realizd un estudio de vigilancia para investigar el transporte de
Enterobacteriaceae resistentes al carbapenémicos en el tracto gastrointestinal entre los

pacientes que asisten a la clinica ambulatoria en un centro de atencion terciaria de East Delhi,



India. Se examinaron 242 aislamientos de Enterobacteriaceae para la produccion de
carbapenemasas a partir de 123 muestras de heces de pacientes ambulatorios donde el 9.9%

de los aislados demostraron actividad carbapenemasa. (Rai et al., 2014)

En Espafia, en una investigacion evaluaron un total de 1.100 muestras fecales de pacientes
hospitalizados (26.8%) y no hospitalizados (73.2%) para hallar enterobacterias productoras
de carbapenemasas donde el 82% de los pacientes colonizados no estaban infectados con

enterobacterias productoras de carbapenemasas. (Gijon et al., 2012)

En Pert, en el Hospital Nacional Dos de Mayo se describen los primeros reportes de
Klebsiella pneumoniae productoras de carbapenemasa tipo NDM, en total fueron nueve cepas
de KPC NDM, confirmado por caracterizacion molecular y tipificacién molecular en el INS,

el 44% eran varones mientras que el 56% eran mujeres. (Resurreccion et al., 2017)

En Argelia, realizaron un estudio para la deteccion de enterobacterias productoras de
carbapenemasas (CPE) en 414 madres y 422 recién nacidos, donde se encontré una taza de
prevalencia de CPE de 4,6% (19/414) y 1,6% (7/422) respectivamente. El 86% (24/28)
correspondia al género Klebsiella pneumoniae mientras que el 14% (4/28) fueron
identificados como Escherichia coli, todos ellos tenian el gen blaOXA-48. (Mairi et al.,
2019)

En Shangai, se realizO un estudio en un hospital pediatrico para la deteccion de
enterobacterias productoras de carbapenemasas, se trabajo con 880 muestras fecales en nifios
de edades entre 1 afio y 2 afios, donde se identificaron 32 cepas (3,6%) de 32 muestras fecales
no duplicados. Mediante la identificacion fenotipica se evidencié que dentro de las CPE

(enterobacterias productoras de carbapenemasa) el 38% fueron cepas de Klebsiella



pneumoniae (12/32), el 38% a E. coli, 19% a E. cloacae y otros 5%. De esta poblacion
identificada 59% fueron varones en cuanto a la poblacion femenina fue de 41%. En cuanto al
historial de hospitalizacién 28% (9/32) de los nifios tenian un historial en los Gltimos 3 meses
ademés habian recibido una terapia con antibidticos, dos de estos nifios habian recibido
operacion invasiva durante su hospitalizaciéon. En la sensibilidad a los antimicrobianos todas
las CPE mostraron una alta resistencia a las cefalosporinas y carbapenémicos (>95%). Las
tasas de susceptibilidad a amikacina, ciprofloxacina, aztreonam y fosfomicina eran
75,24,21.6 y 15.6% respectivamente. EI gen mas comun encontrado en el estudio fue el tipo
bla NDM-1 (44%, 14/32), seguido de bla NDM-5 (19%, 6/32) y otros genes incluyendo

carbapenemasa bla KPC-2, bla IMP-26 y bla IMP-4. (Pan et al., 2019)

En Singapur, se llevd un estudio para evaluar el aumento de la mortalidad en
enterobacterias resistentes a carbapenémicos, donde de 73 portadores de enterobacterias
resistentes productoras de carbapenemasas (CP-CRE) el 15,4% de los portadores que
desarrollaron una infeccion con aislados clinicos del mismo genotipo CP-CRE murieron
dentro de los 14 dias, mientras que el 62,5% de los que desarrollaron una infeccién con

aislados clinicos de un genotipo diferente murieron. (Chen et al., 2019)

En Etiopia, se realiz6 una investigacion en un hospital con pacientes hospitalizados con
267 muestras de heces. Donde a partir de cepas de enterobacterias productoras de BLEE se
evidenciaron cepas productoras de carbapenemasas 2% (5/267). Todos detectados en nifios, 3
de ellos E coli cefalosporinasa AmpC resistente a ertapenem y 2 con Klebsiella pneumoniae
carbapenemasa (KPC) resistentes a meropenem, ertapenem e imipenem. Se presenta una alta
tasa de colonizacion gastrointestinal con BLEE, AmpC y la aparicion de cepas de Klebsiella

pneumoniae resistentes a carbapenémicos en este pais. (Desta et al., 2019)



1.3 Objetivos

» Objetivo principal

e Determinar la frecuencia de Klebsiella spp. productora de carbapenemasas aisladas en

flora fecal de preescolares en una comunidad de Ancieta, El Agustino junio 2018.

» Objetivos especificos

e Determinar la frecuencia de Klebsiella spp. productoras de carbapenemasas en

preescolares seguin sexo en una comunidad de Ancieta, EI Agustino junio 2018.

e Determinar la frecuencia de Klebsiella spp. productoras de carbapenemasas en
preescolares con antecedentes de hospitalizacion en una comunidad de de Ancieta, El

Agustino junio 2018.

e Determinar la frecuencia de Klebsiella spp. resistente a carbapenémicos no
productores de carbapenemasas aisladas en flora fecal de preescolares en una

comunidad de Ancieta, EI Agustino junio 2018.



1.4 Justificacién

El fendmeno de la resistencia bacteriana es actualmente considerado una epidemia, debido
a una insuficiente o inexistente politica en el control de antimicrobianos (Gil 2012). Tiene
serias repercusiones en salud humana, sanidad animal, vegetal y en el medio ambiente
consideradas todas ella fuentes de origen de bacterias con perfiles de resistencia ampliados a

los antimicrobianos de uso frecuentes. (Yagui, 2018)

Estas fuentes poseen vias de propagacion de bacterias multirresistentes, una de ellas la
colonizacion entérica de pacientes o sujetos asintomaticos. Estos llevan los microorganismos
con estas caracteristicas a los hospitales donde se diseminan y terminan por generar una tasa

de mortalidad elevada. (Oteo et al., 2017).

La magnitud del problema se describe en el informe “Reporte global sobre la vigilancia de
la resistencia antimicrobiana” de la OMS en el afio 2014 que detalla los principales agentes
de infeccién y mecanismos de resistencia, dentro de ellos Klebsiella spp. con niveles de
resistencia elevados a las cefalosporinas de 3ra generacion (OMS, 2014). Asi mismo otros
autores detallan que la produccion de carbapenemasas en Klebsiella spp. aisladas en

pacientes humanos confiere una tasa de mortalidad del 40% (Ramos-Castafieda et al. 2018).

Los reportes sefialan que los primeros casos de carbapenemasas producida por Klebsiella
se informaron en Estados Unidos en 1996; en Ameérica Latina (Medellin - Colombia) se
informaron en el 2005; mas tarde se reportd un caso en Chile en 2012 y en 2013 - 2016 en

Lima-Peru (Velasquez et al. 2013) (Resurreccion et al., 2017).
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La tan temida resistencia a carbapenémicos posee diversas posibilidades, dentro de ellas,
la incrementada produccién de una betalactamasa y AmpC, un cambio de porinas o debido a
uno de sus mecanismos mas importantes, la produccion de carbapenemasas. (Martinez &

Gonzélez 2014).

La produccién de carbapenemasas por si es un problema muy grave pues se sabe que estas
se transmiten mediante plasmidos y que este material genético no viaja solo, sino que
contienen otros genes que confieren resistencia a quinolonas, aminoglucésidos, tetraciclinas,
sulfonamidas y otras familias de agentes antimicrobianos, que causan multirresistencia o

incluso pan resistencia (Martinez & Gonzélez 2014).

Asi entonces que la contencion del problema debe ser prioridad asistencial y de salud
publica. Por tal efecto los estudios de vigilancia son imprescindibles para una deteccion
precoz de la colonizacidn por estas bacterias. (Oteo et al,. 2017). La presente investigacion
tiene como objetivo determinar la frecuencia de Klebsiella spp. productora de
carbapenemasas aisladas de flora fecal de preescolares y sumar esfuerzos en la vigilancia

epidemioldgica de esta epidemia como es resistencia a los antimicrobianos”.
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1. Marco teérico

2.1 Bases tedricas sobre el tema de investigacion

2.1.1. Klebsiella spp.

2.1.1.1. Clasificacion:

Perteneciente al filum Proteobacterias, clase Gammaproteobacteria y la Orden
Enterobacteriales. Se encuentra incluida en la tribu Klebsiellae que contiene en su
clasificacion a cuatro géneros Klebsiella, Enterobacter, Hafnia y Serratia. Todos ellos

poseen especies patdgenas manifiestas y oportunistas del hombre.

El género Klebsiella tomo el nombre en honor a Edwin Klebs un microbiélogo aleman.
(Koneman & Allen 1999). Ademés, el género Klebsiella pertenece a la familia

Enterobacteriaceae y se puede subdividir en una serie de especies, incluyendo:

granulomatis

mobilis

ornithinolytica

oxytoca

Klebsiella planticola

pneumoniae

singaporensis

terrigena

trevisanii

variicola
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pneumoniae,

Klebsiella pneumoniae subsp. 0zaenae

rhinoscleromatis

~Figural. Subespecies de Klebsiella pneumoniae (Adaptado De JesCs et al,. 2015).

2.1.1.2. Caracteristicas microscépicas:
Bacilo (forma de varilla) de coloracion Gram negativo que mide de 0.3 a 1.8 um de

tamafo, no maévil (Lépez & Echeverri, 2010).

2.1.1.3. Caracteristicas microbioldgicas:
Estas bacterias no mdviles son lactosa positiva, anaerobios facultativos, proliferan a
37°C y producen colonias mucoides caracteristicamente en medios ricos en glacidos,

atribuidas a la presencia de una capsula. (Koneman & Allen, 1999)

Las reacciones bioquimicas se pueden utilizar para la identificacion y diferenciacion de
género. Las Klebsiella son oxidasa negativa, catalasa positiva, la mayoria de las cepas pueden
hidrolizar la urea, reducir los nitratos sin la produccion de hidrégeno sulfurado y gas, asi
como utilizar la glucosa y citrato como fuentes de carbono.

(Jawetz, Melnick & Adelberg, 2015)

Para la fermentacion de la glucosa, se producen un gas y un acido. La fermentacién de la
glucosa se traduce en la formacién de acetoina y 2,3-butanodiol (Drancourt et al., 2001) (De

Jesus et al., 2015).
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2.1.1.4. Habitat:
Las especies de Klebsiella son ubicuos y se conoce dos habitats ampliamente distribuidos

y muy bien definidos:

a) Medio ambiente: Puede subsistir en aguas superficiales, aguas residuales en el suelo
incluso en plantas.

b) Superficies mucosas de mamiferos, incluyendo los seres humanos (nasofaringe y
tracto intestinal) de forma saprofita, la piel no es propicia para su crecimiento, pero
puede ser transitoriamente colonizado (Podschun & Ullmann, 1998) (De Jesus et al.,

2015).

2.1.1.5. Factores de Virulencia:

Klebsiella pneumoniae es la especie de mayor importancia clinica y mas estudiada dentro
del género. Desarrolla una cépsula que actia como factor de virulencia y que la protege de la
fagocitosis por parte de los polimorfonucleares y de los factores bactericidas séricos,
inhibiendo la activacion del complemento, esencialmente del C3b (L6pez & Echeverri,

2010).

2.1.2. Carbapenémicos

Son antibidticos betalactamicos, con el mas amplio espectro de actividad antibacteriana,
presenta actividad bactericida contra microorganismos aerobicos y anaerébicos y bacterias

Gram-positivas y Gram negativas, incluyendo patdégenos no fermentativos. (Bush 2013)
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En un inicio fueron utilizados como monoterapia s6lo para infecciones muy graves, su uso
es amplio incluso de forma empirica en entornos nosocomiales. Pero en las Ultimas tres
décadas se ha documentado el uso de Ertapenem como terapia antimicrobiana parenteral
ambulatoria, es dosificado una vez al dia en pacientes con infecciones urinarias complicadas

(T6rok et al. 2010).

2.1.2.1 Resistencia a Carbapenémicos:

Como resultado del uso creciente de Carbapenémicos la resistencia hacia ellos también ha
ido en aumento. En Gram-negativos existe una causa primaria de resistencia a
Carbapenémicos que implica mutaciones cromosémicas que no requiere de nuevo material

genético y son:

a) La produccién de Betalactamasas que frecuentemente se asocia con los cambios en la
absorcién de los antibidticos debido a alteraciones de porinas.

b) Hiperproduccion de AmpC junto con la pérdida de funcionalidad de porina esto se ha
informado en bacterias entéricas (Davies et al. 2011).

c) La pérdida de la porina OprD en Pseudomonas aeruginosa es un particular
mecanismo de resistencia, especialmente cuando una gran cantidad de betalactamasas
AmpC es producida.

d) La regulacion positiva de los sistemas de flujo de salida también puede contribuir a la
resistencia a Carbapenémicos en los aislados de Pseudomonas (Quale et al. 2006)

(Rodriguez-Martinez et al. 2009).
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Existe una forma de resistencia cada dia mas frecuentemente, y se debe para la produccion
de una carbapenemasa betalactamasa hidrolizante que pueden ser producidos ya sea

constitutivamente o introducido en un movil elemento genético.

Carbapenemasas se encuentran en tres de las cuatro clases moleculares de b-lactamasas (A, B
y D) y de la funcionalidad (Sub) grupos 2f, 2dF y 3.

Las carbapenemasas incluyen como sustratos no solo carbapenémicos, sino también
penicilinas y la mayoria de las cefalosporinas. En particular, la métalo-betalactamasas (MBL)
no hidroliza monociclicos b-lactamicos, tales como aztreonam, que puede actuar como

buenos sustratos para serina carbapenemasas (Yigit et al., 2003)

2.1.3. Carbapenemasas

El problema con las enterobacterias que son productoras de carbapenemasas es que son
sensibles a pocos antimicrobianos, debido a su capacidad enzimatica para hidrolizar la
mayoria de los deméas betalactamicos, ademas es frecuente la coexistencia de mecanismos
adicionales de resistencia a otras clases de antibidticos, por ejemplo, fluoroquinolonas y

aminoglucoésidos. (SEIMC, 2007).

Un impulsor de la expansién clonal y transmisién exitosa en la difusion de
carbapenemasas dentro de enterobacterias, ya sea de forma horizontal o transferencia de
elementos genéticos moviles para la produccién de carbapenemasas, es Klebsiella
pneumoniae del tipo clonal ST 258 que son de difusion global denominadas “clonas de alto

riesgo internacional”, similar a ST131 E. coli (Mathers et al., 2015).
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Con respecto a ST258 se hablan de dos clases (I y IlI), la clase | se asocia a ST258A
altamente relacionado a bla KPC-2 mientras que la clase Il tiende a llevar bla KPC-3

asociados a ST258B (Van Duin et al., 2014).

2.1.3.1. Carbapenemasas cromosomicas

También conocidas como serin-carbapenemasas, reconocidas por primera vez en
Enterobacteriaceae betalactamasas cromosomicas por Medeiros y Hare en 1986 (Rasmussen

et al. 1996) (Queenan et al., 2000).

Serin-carbapenemasas, encontradas exclusivamente en Serratia marcescens, es el mas
frecuente conjunto identificado de carbapenemasas clase A intransferibles. Actualmente
informadas esporadicamente en todo el mundo, estas carbapenemasas son menos
perjudiciales debido a que siguen siendo susceptibles a algunas cefalosporinas tales como

cefotaxima y cefepima que son pobremente hidrolizados (Bush, 2013).

Las Meétalo-Betalactamasas cromosomicas que se reconocieron muy temprano en la
historia de publicaciones de betalactamasa, cuando se demostré que Bacillus cereus producia
actividad de cefalosporinasa que podria inhibirse parcialmente por &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA). Las MBL se producen como enzimas cromosoémicas por
una variedad de bacterias, incluidos bacilos Gram-positivos, bacilos Gram-negativos, no

fermentativos bacterias y bacterias anaerobias. (Bush, 2013)
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2.1.3.2. Carbapenemasas adquiridas

2.1.3.2.1. Serin-carbapenemasas
Enzimas diseminadas globalmente, la mas notoria es la familia KPC que surgié de

aislados clinicos unicos a principios de la década de 2000 (Bush, 2010).

Los miembros méas comunes de la familia KPC son las enzimas KPC-2 y KPC-3, variantes
que difieren en un solo aminoacido y que son producidos por bacterias entéricas, asi como
organismos no fermentativos. Poseen capacidades hidroliticas de amplio espectro hacia todas

las clases de betalactamasas, incluyendo monobactamicos. (Bush 2013).

Generalmente se encuentran acompafiadas por otras enzimas en el aislamiento. En
bacterias entéricas, las enzimas KPC-2 y KPC-3 son a menudo encontradas con penicilinasas
como TEM-1 y generalmente una betalactamasa SHV 11 o 12 esta Gltima con mayor
frecuencia; también se asocian otras enzimas como las OXA y CTX-M, pero con menor

frecuencia. (Bush 2013).

2.1.3.2.2. Métalo-p-lactamasas

MBL adquiridas no han ganado prominencia en los Gltimos 15 afios. Con el uso creciente
de carbapenémicos para tratar infecciones causadas por bacterias productoras de BLEE, ha
habido un aumento concomitante en las MBL adquiridas en todo el mundo, con un total
actual de 42 miembros en la familia IMP, 37 variantes de VIM y 7 MBL relacionadas con

NDM-1. (Bush 2013).

De forma similar que las serin, las MBL poseen enzimas compafieras, las mas comunes

son TEM-1, seguido de SHV o CTX-M b-lactamasas. Ejemplos de eso son SHV-11, SHV-12
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y CTX-M-15 que son identificados con frecuencia en aislamientos productores de IMP y

NDM-(Bush 2013).

2.1.3.3. Clasificacion molecular de las enzimas carbapenemasa
Se ha identificado una gran variedad de carbapenemasas en Enterobacteriaceae

pertenecientes a 3 clases de Betalactamasas: Las clases Ambler A, By D.

Segun Ambler las B-lactamasas de Clase A, B y D comparten un residuo de serina en el
sitio activo. El papel clinico de una cuarta clase (Ambler clase C) es desconocido, pero posee

cierta actividad extendida hacia carbapenémicos (Queenan & Bush 2007).

2.1.3.3.1. Carbapenemasas de clase A
Se han identificado varias clases segun sean codificadas de forma:
a) Cromosomica:
e NmcA (No metaloenzima carbapenemasa A)
e SME (Enzima Serratia marcescens)
e [IMI-1 (Betalactamasa que hidroliza imipenem)
e SFC-1 (Serratia fonticola carbapenemase-1)
b) Plasmidica:
e KPC (KPC-2 a KPC-13)
e IMI(IMI-1 a IMI-3)

e GES (espectro extendido de Guayana)



19

Todos hidrolizan activamente carbapenémicos y estan parcialmente inhibidos por acido

Clavulanico (Nordmann et al. 2011) (Bedeni¢ et al 2014).

Los productores de KPC han evolucionado para ser resistentes a multiples farmacos frente
a los betalactamicos, lo que limita las opciones terapéuticas para tratar infecciones

relacionadas con KPC.

2.1.3.3.2. Carbapenemasas de clase B

Estas enzimas son principalmente de la clase de B-lactamasas que tienen la capacidad de
hidrolizar carbapenémicos, pero son susceptibles a la inhibicion por &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), un quelante de Zn 2+ y otros cationes divalentes.
El mecanismo de hidrélisis depende de la interaccion de los farmacos B-lactdmicos con los

iones de zinc en el sitio activo de la enzima.

Las familias de metalo-p-lactamasa mas comunes incluyen:

e Metalo betalactamasa 1 de Nueva Delhi (NDM-1)

Carbapenemasas de Pseudomonas (IMP) resistentes a imipenem

VIM (metalo-B-lactamasa codificada por integro de Verona)

GIM (Imipenemase aleman)

SIM (imipenemase de Sedl)

Los genes que codifican estas enzimas a menudo se encuentran dentro de una variedad de

estructuras de integrones y se incorporan en los casetes de genes (Codjoe & Donkor 2017).
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2.1.3.3.3. Carbapenemasas de clase D

Estas enzimas son serina-B-lactamasas poco inhibidas por EDTA o &cido clavulénico.
Estas carbapenemasas son del tipo de la enzima OXA y tienen una actividad débil contra los
carbapenémicos. Las enzimas se encuentran principalmente en organismos no fermentadores
tales como Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y raramente en aislados de la

familia Enterobacteriaceae en la mayoria de los paises.

La B-lactamasa OXA con actividad carbapenemasas fue descrita por primera vez por
Paton et al., la enzima purificada de un Acinetobacter baumannii multirresistente aislado en

1985 de un paciente en Edimburgo, Escocia (Paton et al., 1993).

Los productores de tipo OXA-48 se encuentran entre los productores de carbapenemasas
mas dificiles de identificar debido a sus andlogos mutantes puntuales con BLEE; por lo tanto,
sus verdaderas tasas de prevalencia son dificiles de estimar. A lo largo de los afios, se han
identificado 102 secuencias unicas de OXA, de las cuales 9 son B-lactamasas de espectro

extendido y al menos 37 se consideran carbapenemasas (Codjoe & Donkor 2017).

2.1.4. Cultivos epidemiologicos

La infeccién nosocomial es en la actualidad uno de los principales problemas
sanitarios, teniendo particular importancia las infecciones causadas por
bacterias multirresistentes. Probablemente es también razonable aplicar el
término a los microorganismos que presentan de forma natural resistencia a
multiples antimicrobianos de uso clinico habitual y que han sido capaces de

adquirir resistencia a alguno de los restantes grupos de antimicrobianos con
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posible utilidad clinica. La multirresistencia aparece como consecuencia de
mecanismos bioquimicos codificados a nivel del cromosoma o por diversos
elementos moviles. Esta Ultima posibilidad afiade mayor gravedad al
problema, pues la diseminacion del correspondiente elemento movil favorece

la aparicion de brotes nosocomiales. (Cano, 2008, p. 2)

Muchos estudios han demostrado que es util realizar cultivos de vigilancia
epidemiolégica para conocer la verdadera dimensién del problema de la
multirresistencia en un centro o en una unidad, pues la informacion que puede
inferirse de los resultados de los cultivos de muestras clinicas obtenidas con
fines diagndsticos solo representa una parte (con frecuencia la menor) de este.
Estos estudios deben considerarse una herramienta adicional en los programas
de control de la transmisiébn nosocomial de estos microorganismos.
Desgraciadamente la puesta en marcha de estos programas supone una carga
econdmica importante, tanto en personal como en medios materiales, por lo
que debieran aplicarse en el contexto de un programa global, encaminado en

ultima instancia al control de la infeccion nosocomial. (Cano, 2008, p. 2)



22

I1l. METODO

3.1. Tipo de investigacion

La presente investigacion es de tipo cuantitativa descriptiva, prospectiva de corte transversal.

No experimental.

3.2. Ambito espacial y temporal

3.2.1. Delimitacion espacial

La presente investigacion const6 de dos etapas:
e Recoleccion de muestra: En una comunidad del distrito de ElI Agustino, Lima,
Perd.
e Procesamiento de muestras: Realizado los ambientes de los laboratorios de la
facultad de Tecnologia Médica de la Universidad Nacional Federico Villarreal

ubicado en el Jr. Rio Chepén S/N, El Agustino.

3.2.2. Delimitacion temporal

La recoleccion de las muestras se realizd durante el mes de junio del 2018 y el

procesamiento de muestras y datos durante el periodo Junio - Julio del 2018.



3.3. Variables

. DEFINICION
VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL INDICADOR TIPO ESCALA
OPERACIONAL
Se refiere a la o )
) Identificacion de género
cantidad total de e ) .
) ) ) ) mediante bioquimica.
La frecuencia estd determinada | Klebsiella spp. entre
] ] por un valor en porcentaje de la cantidad de total de Independiente )
Frecuencia de Klebsiella spp. ] ] ) o Razon
presencia de Klebsiella spp. en enterobacterias con cuantitativo
pacientes preescolares sospecha de Uso del agente
produccién de
carbapenemasa.
Carbapenemasa negativa:
Halo con didmetro > 19
Presencia de genes especificos o ) mm.
- . Enzimas que i .
y caracteristicas fenotipicas ) ) ) Carbapenemasa intermedia: )
Produccion de ] ) ) confieren resistencia a B Independiente )
relacionados con la resistencia a Halo con diametro de 16 — Nominal

Carbapenemasa

carbapenémicos.

antibiéticos

carbapenémicos

18 mm.

Carbapenemasa positiva:

Halo con didmetro de 6 —

15 mm.

cualitativo




3.4. Poblacién y muestra

3.4.1 Poblacion

Muestras de heces de nifios de 3 a 5 afios de edad de una comunidad del distrito de El

Agustino de la ciudad de Lima.

3.4.1.1.1 Unidad de andlisis
Cepas de Klebsiella spp. Aisladas a partir de muestras de heces de preescolares (nifios de 3a 5

afios) en una comunidad del distrito de EI Agustino.

3.4.2 Muestra

Estuvo constituida por muestras de heces de 86 nifios que cumplieron con los criterios de
inclusion y exclusion, de una comunidad en preescolares (nifios de 3 a 5 afios de edad) de una

comunidad de EI Agustino durante el periodo Junio y Julio del 2018.

Criterios de inclusion
e Aislamientos de Klebsiella spp. sospechosos de producir carbapenemasas en el agar
selectivo para enterobacterias multidrogorresistentes.

e Datos demograficos completos de los portadores de las cepas sospechosas

Criterios de exclusion

e Aislamientos de bacterias diferentes a Klebsiella spp.
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¢ Aislamientos repetidos por portador.

e Datos demograficos incompletos.

3.5. Instrumentos

Ficha de Datos Epidemioldgicos (Anexo 2) llenadas al momento de recolectar la muestra y la

Ficha de Recoleccion de Datos de muestras analizadas (Anexo N° 03) llenada durante la

ejecucion del presente estudio.

3.6. Procedimientos

3.6.1 Recoleccién y Transporte de Muestra de Heces

Se visitd los centros de educacion inicial de EI Agustino y se procedera a realizar la
charla informativa de recoleccién de muestras de heces.

El dia de entrega de muestras se llené la Ficha de Datos Epidemioldgicos (Anexo N°
02)

Las muestras fueron transportadas hasta los Laboratorios de la Facultad de Tecnologia
Médica de la Universidad Nacional Federico Villarreal ubicada en el Jr. Rio Chepén
s/n El Agustino para realizar el aislamiento de Enterobacterias resistentes a
Betalactamicos en el medio de vigilancia epidemiologica Mc Conckey con
Cefotaxima 2 ug/l mediante siembra por agotamiento y se incubard a 37°C por 48

horas. SEIMC (2017)
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3.6.2 Técnica de identificacion por bioquimica convencional del género Klebsiella spp. con

sospecha de produccion de resistencia enzimatica a carbapenémicos.

e Las colonias que crecieron en el medio de vigilancia epidemiologica fueron
identificadas dentro del género Klebsiella spp. por bioguimica convencional
empleando los medios diferenciales de Citrato y TSI (Agar triple azucar hierro) y

conservadas en Agar TSA (Tripticasa Soya). INS (2001)

3.6.3 Test de tamizaje de resistencia a Carbapenémicos segun el Método de Disco Difusion.

e El tamizaje fenotipico de Klebsiella spp. sospechosas de resistencia a carbapenémicos
se realiz6 segun el método de disco difusion empleando una placa de Petri con agar
Mueller Hinton y discos de Imipenem 10 ug (IMI) y Meropenem 10 ug (MEM). Se
dejo incubando a 37°C por 18 a 24 horas.

e La sospecha de produccion de carbapenemasas se evidencio por la presencia de halos

reducidos (< 23 mm) alrededor de ambos discos. CLSI M100-S28 (2018).

3.6.4 Método modificado de inactivacion de carbapenémicos para confirmar produccién de

carbapenemasas.

e Aquellas cepas con sospecha de produccion de carbapenemasas fueron evaluadas por
el Método Modificado de Inactivacion de Carbapenémicos donde se realizd una

suspension con un asa calibrada de 1 uL en una alicuota de 2 mL de TSB (Caldo
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Tripticasa Soya) para luego colocar un disco de Meropenem 10 ug (MEM) dentro de
la suspension y se incubd por 4 horas a 35°C.

e Culminado el tiempo de incubacién de retiré el disco de MEM y se coloco en una
placa de Agar Mueller Hinton previamente inoculada con una cepa de E. coli
ATCC®25922 y se incub6 por 18 horas a 35°C.

e Interpretacion de resultados:

a) Carbapenemasa positivo: Halo con diametro de 6 — 15 mm o presencia de colonias

aisladas dentro de 16 — 18 mm del halo de inhibicién.

b) Carbapenemasa negativo: Halo con didmetro mayor o igual a 19 mm debido a que

el aislamiento ensayado no produce carbapenemasas, el meropenem en el disco no
se hidrolizara e inhibira el crecimiento de E. coli susceptible a meropenem
ATCC® 25922.

c) Carbapenemasa intermedia: Halo con diametro de 16 — 18 mm o halo mayor o

igual a 19 mm con presencia de colonias aisladas dentro del halo de inhibicion.
Esto indicard que la presencia o ausencia de una carbapenemasa no puede ser

confirmada. CLSI M100-S28 (2018).

3.6.5 Andlisis de resultados
e Se ordenaron los resultados en una tabla utilizando el programa Microsoft Office
Excel version 2013 segun la frecuencia de Klebsiella spp. recuperadas en el medio de
vigilancia epidemiologica, la sospecha de produccién de carbapenemasas en el test de
tamizaje y la confirmacion de produccion de carbapenemasas en el método

modificado de inactivacion de carbapenémicos.
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3.7 Analisis de datos

Toda la informacion obtenida se traslado a una base de datos virtual de estadistica descriptiva
mediante el uso del programa Microsoft Office Excel version 2013 y los resultados fueron

presentados mediante el uso de tablas de frecuencias.

3.8 Consideraciones éticas

Todos los procedimientos del presente estudio fueron realizados en aislamientos bacterianos.
Los datos demograficos de los participantes de donde procedieron las cepas bacterianas aisladas
fueron mencionados en el trabajo, manteniendo la confidencialidad segun los lineamientos de las
buenas précticas clinicas y de ética en investigacion biomédica. Se garantizo la confidencialidad

de los datos personales obtenidos.
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IV. Resultados

Las muestras de heces de 86 preescolares fueron ingresadas en el estudio, estas fueron
sembradas en el medio de vigilancia epidemiologica (Agar Mac Conkey suplementado con
cefotaxima), a cada muestra se le asigno un codigo de identificacion, lo que permitira enlazar la

informacidn demografica de la encuesta sin transgredir las normas éticas.

Tabla 1

Porcentaje de muestras donde con aislamiento de cepas sospechosas de ser productoras de

carbapenemasas en una comunidad de EIl Agustino junio 2018.

Crecimiento de cepas N° %
Con sospecha 56 65.1
Sin sospecha 30 34.9
Total 86 100

Fuente: Datos de la investigacion.
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sin sospecha
35%

con sospecha
65%

Fig. 1 Porcentaje de muestras donde con aislamiento de cepas sospechosas de ser productoras de

carbapenemasas en una comunidad de EI Agustino junio 2018.

Luego de incubar por 18h las placas sembradas, se realizd la lectura observando colonias
lactosa positivas, en el 99% vy lactosa negativa el 1% por lo cual se realizé la bioguimica

convencional. En la tabla 2 se detalla.
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Tabla 2
Porcentaje de especies bacterianas aisladas e identificadas fenotipicamente por bioguimica

convencional con sospecha de produccion de carbapenemasas

MICROORGANISMO N° %
Escherichia coli 44 78.6
Klebsiella spp. 9 16.0
Shigella sp. 1 1.8
Enterobacter sp. 1 1.8
Pseudomona sp. 1 1.8
TOTAL 56 100
Fuente: Datos de la investigacion.
Klebsiella Klebsiella | o goroe -5 gella Snlerobacter
pneumoniae _gxytoca I 2
14% ‘KZ%\
% Escherichia coli

79%

Fig. 2 Porcentaje de especies bacterianas aisladas e identificadas fenotipicamente por bioquimica

convencional con sospecha de produccién de carbapenemasas
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A las 9 cepas identificadas como Klebsiella spp. se les realizo la evaluacion de la sensibilidad
antimicrobiana mediante disco difusion en agar Mueller Hinton como tamizaje de sospecha de ser

productoras de carbapenemasas.

La frecuencia de Klebsiella spp. productora de carbapenemasas aisladas en flora fecal de
preescolares fue del 0%, en la Tabla 3 se detalla la evaluacion de la sensibilidad antibiotica de
cada cepa aislada, los microorganismos evaluados demostraron ser sensibles a imipenem y
meropenem (ambos carbapenémicos) por lo cual no hubo necesidad de realizar un test

confirmatorio de la produccion de carbapenemasas.

Tabla 3

Antibiograma de tamizaje para la busqueda de microorganismos productores de

carbapenemasas

Cepa AMC FEP CRO CAZ FOX IMI MER

A 013 22 mm 29 mm 24 mm 26 mm 24 mm 28 mm 30 mm
B 052 23 mm 25 mm 12 mm 22 mm 22 mm 27 mm 30 mm
C 039 7 mm 32 mm 20 mm 18 mm 6 mm 24 mm 25 mm
D 045 26 mm 32 mm 24 mm 30 mm 26 mm 24 mm 26 mm
E 069 26 mm 25 mm 14 mm 26 mm 26 mm 28 mm 30 mm
F 071 26 mm 28 mm 18 mm 27 mm 26 mm 26 mm 28 mm
G 086 10 mm 30 mm 23 mm 19 mm 9mm 26 mm 27 mm
H 094 20 mm 21 mm 10 mm 18 mm 20 mm 26 mm 28 mm
1102 20 mm 22 mm 13 mm 23 mm 23 mm 28 mm 31 mm

AMC: Amoxicilina acido clavulanico FEP: Cefepime CRO: Ceftriaxona CAZ: Ceftazidima FOX: Cefoxitina IMI:

Imipenem MER: Meropenem. S sensible, | intermedio, R resistente. Fuente: Datos de la investigacién.



Tabla 4

Interpretacion del antibiograma de tamizaje segun CLSI — M100 S28 - 2018
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Cepa AMC FEP CRO CAZ FOX IMI MER
A 013 S S S S S S
B 052 S S S S S
C 039 R S I | R S S
D 045 S S S S S S S
E 069 S S R S S S S
F 071 S S R S S S S
G 086 R S S | R S S
H 094 S I R | S S S
1 102 S | R S S S S

S sensible, | intermedio, R resistente. Fuente: Datos de la investigacion.

Fig. 4 Interpretacion del antibiograma de tamizaje segin CLSI - M100 S28 - 2018
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De acuerdo a la interpretacion del antibiograma se evidencia que el total de cepas es sensible
a los carbapenémicos. Los puntos de corte de carbapenémicos (Imipenem, Meropenem): >23mm
“sensible”, 20-22mm “indeterminado”, <I9mm ‘“Resistente”. Los didmetros de las cepas
sospechosas de nuestro estudio estaban entre los 24 mm a 31mm.
Luego de la lectura de estas cepas de Klebsiella spp. Se observa que en siete de estas cepas

presentan resistencia a cefalosporinas de tercera generacion.

Tabla s

Identificacidn de cepas de Klebsiella spp. productora de carbapenemasas

Klebsiella spp. Productora de carbapenemasa N° %
Produccidn de carbapenemasa 0 0.00
No produccion de carbapenemasa 9 100.00

Total 9 100.00

Fuente: Datos de la investigacion

La frecuencia de Klebsiella spp. productoras de carbapenemasas en preescolares segun sexo y
edad es del 0%, pero podemos detallar que aislamos 9 cepas de Klebsiella spp con sospecha de
algin mecanismo de resistencia a los antimicrobianos. el 56% fueron aisladas de participantes del

género masculino y 44% del género femenino.

Las madres de los 9 participantes donde se asilaron Klebsiella spp con algin mecanismo de
resistencia a los antimicrobianos, manifestaron que sus hijos han estado hospitalizados en alguin

momento de su vida, siendo este un punto importante para la investigacion en curso. Donde la
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frecuencia de Klebsiella spp. productoras de carbapenemasas en preescolares con antecedentes de
hospitalizacion es del 0% debido a que no se hallaron microorganismos del género Klebsiella spp

resistentes a carbapenémicos.
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V. Discusion de los resultados

La resistencia a patdgenos gram-negativos va en incremento, con énfasis a maltiples farmacos
en enterobacterias. La importancia de mencionar a Klebsiella spp. es que se encuentra en el
ambiente hospitalario en forma de reservorio en el tracto gastrointestinal, el personal que esta al
cuidado de estos. (Lopez 2010). Un factor importante es la adquisicion de plasmidos que pueden
codificar resistencia (Bush 2010). Lo que requiere estudios de vigilancia para la deteccion
temprana de la colonizacion por estas bacterias (oteo 2015), afirmacién similar a (Bush 2010)
donde menciona que la transmision puede haber disminuido en el ambito hospitalario, o

detectados a tiempo, pero seguiré existiendo como colonizadora.

Nuestra investigacion report6 que de las 86 muestras no se aislaron Klebsiella spp. productora
de carbapenemasa 0%. Discordamos nuestros resultados con informacion relacionada por
(Saleem et al.,2017). donde en bebes sanos se evidencié que el 7.5% fueron positivos a
enterobacterias productoras de carbapenemasas, de los cuales éstos pertenecian al género
Klebsiella spp. pero muy similar mencionado por Gijon et al. (2012) de un total de pacientes
entre hospitalizados y no hospitalizados, se identific6 como Klebsiella spp. productora de

carbapenémicos en 11 pacientes (1%), 3 de los cuales eran no hospitalizados.

Davies (2011) demostr6 en un intervalo de 3 afios, hubo un aumento en la incidencia de cepas
positivas para la produccion de carbapenemasas. En el primer afio la incidencia fue de 0,2%, el
2008 2,5% y en el 2009 aumentd hasta 3,4%. Cifra en contraste que se acerca a lo obtenido en

nuestro estudio donde deteccion cepas con produccion de carbapenemasa fue de 0%, todas ellas
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sensibles a imipenem y meropenem (ambos carbapenémicos), Concordante también con lo
mencionado por (Desta et al., 2019) Donde a partir de cepas de enterobacterias productoras de
BLEE se evidenciaron cepas productoras de carbapenemasas 2%. Todos detectados en nifios, y
solo 2 con Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC) resistentes a meropenem, ertapenem e

imipenem.

Lo descrito por (Pan et al., 2019) se parece a nuestro estudio, donde se evidencié que a nivel
hospitalario se encontr6 una incidencia de 3.6% en enterobacterias productoras de
carbapenemasas, ademas de un 38% que fueron cepas de Klebsiella pneumoniae. Semejante
también a (Mairi et al.,, 2019) en una investigacion en madres y recién nacidos donde la
incidencia mencionada fue de 4,6% y 1,6% respectivamente para cepas de Klebsiella

pneumoniae.

Asi mismo, Sayed et al. (2013) determind en un hospital de Egipto que, el 2% de las muestras
fueron positivos a la produccion de carbapenémicos de tipo OXA-48, siendo solo dos de ellos
(0.3%), pacientes no hospitalizados. ElI grupo de pacientes hospitalizados fue de (1.7%)
correspondiente a diferentes departamentos del hospital. Cifra discordante con lo mencionado por
Rai et al. (2014) que demostr6 una diferencia, a partir de muestras de heces de pacientes

ambulatorios, se hall6 actividad carbapenemasa en 9.9% de los aislados.

A su vez Gijon et al. (2012) de un total de pacientes entre hospitalizados y no hospitalizados, se
identific6 como Klebsiella spp. productora de carbapenemicos en 11 pacientes (1%), 3 de los

cuales eran no hospitalizados.
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Asi mismo Ramos Castafieda (2018) mostro tasas mortalidad alta relacionada con la infeccién
por Klebsiella productora de carbapenemasa con 41%, ain mas en pacientes oncoldgicos con

56%. Semejante a (Chen et al., 2019) donde el 62,5% morian a los 14 dias.

En investigaciones recientes como menciona Cedjoe et al. (2018) en aguas residuales de un
hospital en China donde se aislaron microorganismos positivos para el gen blakKPC-2 y blakKPC-3
semejante a (Pan et al., 2019). Donde las cepas de Klebsiella pneumoniae presentaban en menos

porcentaje al gen blakPC-2.

Consecuentemente, es importante los estudios de vigilancia epidemioldgica, donde Davies et
al. (2011) presenta en un intervalo de estudio de 3 afios, como resultado el aumento de la
incidencia de Klebsiella spp. productora de carbapenémicos, 0.2% (3/1207) en 2007 a 3.4%

(40/1185) 2009.

Es importante mencionar que, al ser cepas provenientes de la comunidad, se evidencio resistencia
a medicamentos inhibidores de betalactamicos, cefalosporinas de segunda y tercera generacion
gue son sospechosas de tener algun otro perfil de resistencia y deberian confirmarse con métodos
fenotipicos, luego moleculares. Reforzado también por Bush (2010), los microorganismos
probablemente seguiran existiendo como colonizadoras en la comunidad general, donde por

mecanismos de supervivencia estos se seguiran extendiendo.
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V1. Conclusiones

La frecuencia de Klebsiella spp. productora de carbapenemasas aisladas en flora fecal de

preescolares de una comunidad de Ancieta, ElI Agustino en junio del 2018 fue del 0%.

La frecuencia de Klebsiella spp. productoras de carbapenemasas en preescolares seglin sexo y

edad de una comunidad de Ancieta, EI Agustino en junio del 2018 es del 0%.

La frecuencia de Klebsiella spp. productoras de carbapenemasas aisladas de preescolares con
antecedentes de hospitalizacion de una comunidad de Ancieta, EI Agustino en junio del 2018

es del 0%.

La frecuencia de de Klebsiella spp. resistente a carbapenémicos no productores de

carbapenemasas de una comunidad de Ancieta, EI Agustino en junio del 2018 fue del 0%.
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VI1Il. Recomendaciones

Es importante mencionar que ain no evidenciamos en la comunidad cepas productoras de

carbapenemasas, por lo que es necesario seguir estudios de vigilancia epidemioldgica.

Para investigaciones futuras se recomienda conocer la distribucién poblacional general

segun sexo para evitar el sesgo de seleccion.

Se debe plantear estudios en pacientes que presenten como factor de riesgo antecedentes
de hospitalizacion, ya que la resistencia a mdaltiples antibidticos es evidenciada en
infecciones por bacterias intrahospitalarias, incluidas la presencia de enterobacterias

productoras de carbapenemasa.

Es importante hacer la confirmacion de enzimas productoras de carbapenémicos mediante
métodos fenotipicos y moleculares. Las investigaciones epidemioldgicas como la que se
realizd, no son muy difundidas en nuestro medio por tal motivo deberian de realizarse con
mayor frecuencia, hallando asi portadores asintomaticos de microorganismos con algin
mecanismo de resistencia a los antimicrobianos y aplicar medidas de salud publica para

evitar la constante diseminacion de este tipo de microorganismo.
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Anexo 1. matriz de consistencia del proyecto “frecuencia de Klebsiella spp productoras de

carbapenemasas aisladas de flora fecal de preescolares”

. IDENTIFICACION : - .
PROBLEMA OBJETIVOS DE VARIABLES METODOLOGIA TECNICAS E INSTRUMENTOS
GENERAL GENERAL = Frecuencia de Investigacién de tipo +  Cultivo de vigilancia epidemioldgica

+ ;Cual es la frecuencia de Klebsialla spp.
productora de Carbapenemasas aisladas en
flora fecal de preescolares en una comunidad
de El Agustino junio 2018?

ESPECIFICA
+ :Cual es la frecuencia de Klebsiella spp.
productora de Carbapenemasas aisladas en
preescolares segin sexo en una comumidad
de E1 Agustino junio 20187

+ ;Cuél es la frecuencia de Klebsiella spp.
productora de Carbapenemasas aisladas en
preescolares con antecedentes de
hospitalizacion?

+ ;Cuél es la frecuencia de Klebsiella spp.
resistente a carbapenémicos no productoras
de carbapenemasas aisladas en flora fecal de

preescolares?

* Determunar la frecuencia de Klebsiella spp.
productora de Carbapenemasas aisladas en
flora fecal de preescolares en una comunidad
de El Agustino junio 2018.

ESPECIFICA
» Determunar la frecuencia de Klebsiella spp.
productora de Carbapenemasas aisladas en
preescolares segin sexo en una comumdad
de El Agustino junio 2018.

+ Determunar la frecuencia de Klebsiella spp.
productora de Carbapenemasas aizladas en
preescolares con antecedentes de
hospitalizacion.

* Determunar la frecuencia de Klebsiella spp.
resistente a carbapenémicos no productoras de
carbapenemasas aisladas en flora fecal de
preescolares.

Klebsielia spp.

* Produccion de
carbapenemasas

cuantitativa descriptiva,

prospectiva de corte
transversal

de bacterias resistentes a los
antimicrobianos de interés nosocomial
de la Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas v
Microbiologia Clinica (SEIMC).

+  Meétodo Modificado de Inactivacién
de Carbapenémicos para
Enterobacterias v P. aeruginosa
sospechosas de produccion de
carbapenemasas (M100-S28) de la
CLSI (2018).

¢ Evaluacion fenotipicade la
sensibilidad a carbapenémicos segin
los criterios del documento
“Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing;
Twenty- Eighth Informational
Supplement” (Normas de Desempefio
para las Pruebas de Susceptibilidad
Antimicrobiana; Suplementos
Informativos Veintiocho) (M100-528)
de la CLSI (2018).




Anexo 2. Ficha epidemioldgica para los casos de Klebsiella spp productoras de
carbapenemasas aisladas de flora fecal de preescolares

DATOS DEL NINO

Apellido Paterno:

Apellido Materno:

Nombres:

Sexo: |F | | M| Fecha de nacimiento:  / / Edad:

DATOS DEL PADRE/MADRE

Apellido Paterno:

Apellido Materno:

Nombres:

Edad:

Direccion:

Distrito: Provincia: Departamento:
Evaluacion socioeconémica: Bajo| | Medio| | Alto| |

Centro de salud en que se atiende el participante:

ANTECEDENTES CLINICOS DEL NINO (ANAMNESIS)

Participante asintomatico: Si| | No| |

Sintomas en los ultimos 7 dias:
1. Fiebre Si| | No|
2. Diarrea Si| | No| |
3. Malestar estomacal Si| | No| |
4. Nauseas Si| | No | |
5. Vomitos Si| | No | |

Enfermedad actual:

Consumo de medicamentos actualmente: Si| | No| |

¢ Qué medicamento?

Antecedentes de enfermedad diarreica: Si| | No| |

Tratamiento de enfermedad diarreica: Si| | No| |

¢ Qué medicamento uso?

Antecedentes de hospitalizacion: Si|_ | No| |

Motivo:

IDENTIFICACION DE FACTORES DE RIESGO

Lavado de manos del nifio

1. Antes de comer Si| | No| |

2. Después de ir al bafio Si| | No| |

3. Despues de jugar con su mascota Si| | No| |
Lavado adecuado de alimentos Si| | No| |
Piso de la vivienda Tierra| | Concreto ||
Agua potable Si|_| No

Eliminacion de excretas Bafo |__| Silo|_| Otros |_|



Anexo 3. Ficha de recoleccion de datos de muestras analizadas
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MUESTRA N°: 001
I. RECOLECCION DE MUESTRA
FECHA DE HORA DE _
RECOLECCION 08/06/2018 RECOLECCION 10:00 am
LUGAR:
EDAD: SEXO:
TIPO DE MUESTRA: HECES
1. SIEMBRA DE LA MUESTRA
CRECIEMIENTO EN MEDIO SELECTIVO S NO
(MacConkey + CEFOTAXIMA)

CRECIMIENTO LACTOSA + COLONIAS SOSPECHOSAS
BIOQUIMICA
convnil AL | CITRATO | Tsi | sIM H2S | GAS RM
I11. PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA
(METODO DISCO DIFUSION)
ANTIBIOTI ) INTERPRE- | ANTIBIOTI ) INTERPRE-
co DIAMETRO | “+AciON co DIAMETRO | “1Aci0N
IMI MEM
IV. EVALUACION DE LA PRODUCCION DE CARBAPENEMASAS
(METODO MODIFICADO DE INACTIVACION DE CARBAPENEMICOS)
CARBAPENEMASA CARBAPENEMASA CARBAPENEMASA
POSITIVO NEGATIVO INTERMEDIA
L] [] L]

CONCLUSIONES




Anexo 4. Flujograma de trabajo de la “frecuencia de Klebsiella spp productoras de

carbapenemasas aisladas de flora fecal de preescolares”

Muestra de heces

\ 4

Siembra en MC+CTX

Incubar 36°C x18h

A 4

Negativo

v

Positivo

Identificacion
mediante pruebas
bioquimicas

Cepas Klebsiella

Confirmacion mediante método
de inhibicion de carbapenemasas

=

v

A 4

Antibiograma

Sospecha de
produccion de
carbapenemasas

Siembra en caldo TSB
(tripticasa de soya)

By —— 1
Colocar un disco
de Meropenem
10ug (MEM)
Incubar 36°C x 4h
\ 4

Sacar el disco y colocar en placa de Mueller Hinton
inoculada con una cepa de E. coli ATTC 25922

Incubar 36°C x 18h
4 v A 4
Carbapenemasa Carbapenemasa Carbapenemasa
positivo: halo de intermedio: halo de negativo: halo mayor
6 - 15mm 16-18mm o igual a 19mm
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Anexo 5. Puntos de corte estandarizados para enterobacterias segun CLSI — M100 S28 -

2018

Antibidtico Sensible Intermedio Resistente
Meropenem >23mm  20-22 mm <1 9mm
Imipenem >23mm  20-22 mm <19 mm
Cefepime >25mm  19-24 mm <18 mm
Cefoxitina >18 mm  15-17 mm <14 mm
Ceftriaxona >23mm  20-22 mm <19 mm
Ceftazidima >21 mm  18-20 mm <17 mm

Amoxic. Ac. clavulanico >18 mm 14-17 mm <13 mm
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Anexo 6. Términos de referencia

e Flora fecal. Microflora, microbiota intestinal se conoce a la colonizacion de bacterias
que habitan en el tracto intestinal que cumplen diferentes funciones, que estan
influenciadas por factores externos, nutricion entre otros. Gémez Duque et al (2011).

e Preescolares. Infantes que se encuentran en el proceso educativo que antecede
a la escuela primaria.

e Enterobacterias. Bacterias pertenecientes a la familia enterobacteriaceae, son bacilos
gram-negativo, coloniza generalmente al intestino del ser humano y de otras especies de
animales.

e Kilebsiella spp. son bacilos gram-negativos inmoviles, fermentador de lactosa,
generalmente causante de infecciones y susceptible a adquirir resistencia a antibioticos.

e Carbapenémicos. Son un tipo de antibi6ticos betalactdmicos de amplio espectro con
actividad bactericida. Estos antibidticos derivan de la tienamicina producida por el
microorganismo Streptomices catleya.

e Carbapenemasas. Enzimas de la familia de las betalactamasas, que, al ser producido por
las bacterias, confieren resistencia a antibiéticos carbapenémicos.

e Cultivo epidemioldgico. cultivos de vigilancia epidemioldgica sirven conocer el
problema de la multirresistencia en un centro o en una unidad, pues la informacion que

puede inferirse de los resultados de los cultivos de muestras clinicas.



Anexo 7. Test de disco de difusion para las cepas de Klebsiella spp.

Fig. A cepa 013 Klebsiella pneumoniae, Fig. B cepa 013 Klebsiella pneumoniae, Fig. C cepa 039 Klebsiella

pneumoniae, Fig. D cepa 045 Klebsiella pneumoniae.
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Fig. E cepa 069 Klebsiella pneumoniae, Fig. F cepa 071 Klebsiella pneumoniae, Fig. G cepa 086 Klebsiella
pneumoniae, Fig. H cepa 094 Klebsiella oxytoca. Fig. | cepa 102 Klebsiella pneumoniae. Fig. J control de calidad
del medio MacConkey suplementado con una cefalosporina. E. coli ATTC 25922 y una cepa productora de

carbapenemasa KPC



