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K. pneumoniae y betalactamasas. Un problema creciente

K. pneumoniae and beta-lactamases. A rising issue

Lina Maria Echeverri Toro !, Santiago Leén Atehortia Mufioz ', Jaime Robledo Restrepo?

RESUMEN

El incremento en la resistencia bacteriana es un fenébmeno que va en aumento en todo el mundo; Klebsiella pneumoniae es
uno de los patégenos mas importantes como causa de infeccion nosocomial y presenta una alta resistencia a los antibiéticos
betalactamicos, debido a varios mecanismos. Uno de los mas importantes es la producciéon de enzimas betalactamasas.
Los antibiéticos R-lactamicos son los antibiéticos mas prescritos en todo el mundo; su consumo corresponde aproximadamente
al 50% del consumo global, lo que denota la relevancia que tiene el estudio de la resistencia a betalactamicos en Klebsiella
pneumoniae. Esta revision destaca la importancia de este patdgeno como patégeno nosocomial en la ciudad, en el pais y
compara esta situacion con otras areas del mundo. Presenta una descripcion de las betalactamasas, su clasificacion y sus
substratos. Ademas, se presenta una descripcion de los métodos para su deteccion por el laboratorio clinico.
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ABSTRACT

The increase in bacterial resistance is a rising phenomenon around the world, Klebsiella pneumoniae is one of the most important
pathogens causing nosocomial infection being also associated to high resistance to beta-lactam antibiotics, mostly due to
the presence of enzymes known as beta-lactameses. R-lactam antibiotics are the most prescribed antibiotics throughout the
world, its use corresponding to approximately 50% of global use. The following review highlights the importance of the study
and detection of B-lactamases in K. penaumoniae strains. The following paper describes the importance of K. pneumoniae as
a nosocomial pathogen in the country and in the city and compares the situation to other areas of the world. A description of
B-lactamases, their classification and target substrates is provided. In addition, the methods for detection of these enzymes
by the clinical laboratory is also provided.
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CARACTERISTICAS
DEL MICROORGANISMO

Klebsiella pneumoniae es una bacteria Gram
negativa de la familia Enterobacteriaceae, que
desempefia un importante papel como causa
de enfermedades infecciosas oportunistas. Es
la especie de mayor relevancia clinica y mas
estudiada dentro del género Kilebsiella ya que
esta implicada principalmente en infecciones

nosocomiales como infeccién del tracto urinario,
neumonias, sepsis, infecciones de tejidos
blandos e infecciones de heridas quirurgicas.
Son especialmente susceptibles los pacientes
ingresados en unidades de Cuidados intensivos
y Neonatos'5'215,

La trascendencia de este microorganismo
puede confirmarse con los datos reportados
por el grupo Germen, de Antioquia, a partir
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de 14 hospitales de Medellin y su Area
Metropolitana durante el afio 2007-2008, que
sefalan a Klebsiella pneumoniae como el tercer
microorganismo aislado de todos los servicios
hospitalarios, lo que corresponde a un porcentaje
del 8% (Figura 1)8. En los datos reportados en
un estudio realizado en Bogota, durante los
afios 2001, 2002 y 2003 en 14 hospitales de
tercer nivel de esa ciudad que hacen parte del
grupo Grebo, se encontré6 que K. pneumoniae
era el cuarto patégeno en prevalencia con un
porcentaje del 5.7%, como causante de infeccion
nosocomial, presentandose mas frecuentemente
en salas de Pediatria y UCI, en pacientes que
estaban recibiendo antibiéticos de amplio
espectro. Se aislé principalmente de infecciones
de tracto respiratorio, tracto genitourinario y
bacteriemias*.

Se ha encontrado en multiples estudios que
K. pneumoniae es un microorganismo que
esta muy adaptado al ambiente hospitalario
y que sobrevive mucho tiempo en las manos
del personal de salud, lo que explica también
su importancia y hace mas factible y facil su
transmisién entre personas. Incluso, hasta la
transmision entre diferentes sitios de un mismo
hospital, o entre ciudades y paises™ 4.

K. pnreumoniae  en Antioguia 2007 - 2008 '

Frecusncia de microorganismos an los hospilales
= grupo GERMEN -

SO

Figura 1. Grafica adaptada segun datos del grupo Germen

2007-2008. www.grupogermen.org
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Esa permanencia de K. pneumoniae en las
manos y en el ambiente hospitalario se debe
a diferentes propiedades y caracteristicas que
posee esta bacteria, entre los que se encuentran
su capacidad para resistir a la desecacion en el
medio y sobrevivir en la piel debido a su capsula
hidrofilica, la presencia de adhesinas y fimbrias
que le permite adherirse a las superficies. En
algunos aislamientos se ha demostrado la
presencia de plasmidos relacionados con la
expresion de proteinas que median la fijacién
a superficies plasticas. El antigeno O del
lipopolisacarido le da resistencia a la fagocitosis
y le ayuda a evadir la respuesta inmune del
hospedero y la actividad de endotoxina esta
relacionada con la multiplicacién en los tejidos
del hospedero® 2,

MECANISMOS DE RESISTENCIA

La resistencia multiple a antibiéticos, en
bacterias Gram negativas, es producto de una
combinacién de mecanismos de resistencia,
algunos de ellos inherentes a la especie y
otros adquiridos mediante elementos genéticos
moviles como plasmidos y transposones.

Entre estos multiples mecanismos
de resistencia, se destacan en
bacterias Gram negativas como
K. pneumoniae, la combinacion
de la presencia de enzimas de la
clase B-lactamasa con la pérdida
o modificacion de porinas, lo
que lleva a la disminucién y
permeabilidad de la membrana
externa bacteriana” %.

Las betalactamasas son un
grupo muy heterogéneo de
enzimas de resistencia. En la
actualidad hay descritas mas
de 700. Estructuralmente, son
proteinas compuestas de hojas
B plegadas y a hélices. Estas
enzimas se encuentran en el
espacio periplasmico de las
bacterias Gram negativas’.

B S aureus

MEDICINA UPB 28(2): 135-141



Echeverri LM, Atehorttia SL, Robledo J

El mecanismo de accion de estas enzimas
consiste en hidrolizar el anillo betalactamico
de los antibi6ticos, uniéndose a éste mediante
un enlace no covalente y adicionando una
molécula de agua. Al hidrolizar el anillo, el
antibiético betalactamico pierde sus propiedades
y es incapaz de unirse a su sitio blanco, las
PBPs (proteinas unidoras de penicilina). Estas
proteinas son esenciales por su actividad
de peptidasas en el ensamblaje final del
peptidoglicano, componente principal de la pared
celular'314.25,

CLASIFICACION

Las betalactamasas han recibido multiples
clasificaciones, debido a que son muy
numerosas. Pueden ser separadas segun su
estructura, su funcién, el sustrato al que se unen
o las sustancias que las inhiben, segun sus
parametros cinéticos y su expresion, es decir,
si esta codificada en el cromosoma o si esta
codificada en plasmidos.

ARTICULO DE REVISION

En la actualidad las dos clasificaciones mas
vigentes son la de Ambler y la de Bush-Jacoby-
Medeiros' 5.

La clasificacion de Ambler se formul6 en al
afio 1980 y se basa en la estructura molecular y
secuencia de aminoacidos de las enzimas. Hace
una clasificacion con letras delaAala D. LaA,
Cy D, corresponden al grupo de betalactamasas
que tiene serina en su estructura y son llamadas
serina betalactamasas, hidrolizan penicilinas,
oxacilina y cefalosporinas. Las del grupo B
son conocidas como metalobetalactamasas y
se diferencian de los otros tres grupos en que
tienen como cofactor un ion de Zinc, necesario
para actuar, ademas que actua sobre penicilinas,
cefalosporinas y carbapenems, pero no sobre
monobactamicos (Figura 2)'7°,

La clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros
nacié en 1995 y se basa en las similitudes de la
funcion de las enzimas. Las clasifica en grupos
del 1 al 4, a su vez el grupo 2 lo subclasifica

B-lactamasas comunes
en Enterobacteriaceae

]

BLEESs (2de)**

TEM — TEM

SHvV — SHV
— K1
— CTX-M

OXA-B-
lactamasas
(2d )**

* Clasificacion de Ambler
** Clasificacion de Bush

Figura 2. Esquema de clasificacion de B-lactamasas
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con letras de la A a la F. De este grupo, la
mayoria es inhibida por el acido clavulanico,
donde el grupo 2be es el que corresponde a las
betalactamasas de amplio espectro (BLEEs) y
son las encontradas mas frecuentemente en la
actualidad'” 25,

EVOLUCION

Las betalactamasas se conocen desde hace
mucho tiempo, puesto que hay reportes desde
los afios 60 (1965). Estas enzimas han tenido
un proceso evolutivo interesante.

A comienzos de los afios 80 aparecieron en
el mundo aislamientos de bacterias resistentes
a los antibioticos betalactamicos, penicilinas y
cefalosporinas de bajo espectro, debido a la
accion de las betalactamasas. Estos reportes
iniciales fueron relacionados con E.coli y K.
pneumoniae'® 16,

Por esta razon la industria farmacéutica
desarrollé nuevos antibiéticos de mayor espectro
conocidos como oximino betalactamicos,
como cefotaxima, ceftazidima y ceftriaxona
y el monobactdmico aztreonam, que no eran
hidrolizados por las betalactamasas iniciales.
Dos afos después, en 1983, se reporto la
primera betalactamasa de espectro extendido
mediada por plasmidos con actividad contra
estos ultimos antibiticos™ .

Estas betalactamasas fueron descritas en
Alemania en un aislamiento de E. coli resistente

Asp
Val TEM-57
TEM-42 TEM-66

\ v
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a cefalosporinas de 3ra generacion, proveniente
de una paciente griega llamada Temonieira, de
ahi que el primer nombre de la familia de enzimas
encontradas recibiera el nombre de familia de
enzimas TEM. Por lo tanto, las enzimas que
antes tenian actividad contra las penicilinas
y cefalosporinas, adquieren actividad contra
otros antibiéticos como las cefalosporinas de
tercera generacién y aztreonam. Por esta razén
se denominan betalactamasas de espectro
extendido o BLEEs"® 1723,

La actividad de las BLEEs esta relacionada
con mutaciones puntuales que significan el
cambio en uno o en pocos aminoacidos de la
estructura original de las betalactamasas. Por
ejemplo, en TEM 1, si se cambia lisina por glicina
o lisina por glutamato, se modifica la actividad
y forma la BLEE TEMS3. En la betalactamasa
inicial SHV1, si se cambia glicina por serina en la
posicién 238, se convierte en SHV2 con actividad
de BLEE, que es codificada por plasmidos vy,
por lo tanto, es transferible. Se ha encontrado
que estos cambios puntuales de aminoacidos
en la secuencia original son causados por la
presion selectiva ejercida por el uso masivo de
antibiéticos en los hospitales, principalmente en
las UCls (Figura 3)10. 1. 13.14.16-18,31,33, 38

DETECCION DE BLEEs

La oportuna y correcta deteccién de BLEEs
en K. pneumoniae es indispensable, no
sblo para lograr un adecuado tratamiento y
abordaje del paciente desde el inicio, sino para

Arg Met
TEM-21 Vel s TEM-4
TEM-42 er
TEM-58 TEM-50~  TEM-9

v Voo

- GIn Ala Leu Gly Glu His Arg Gly Ala Gly Glu Arg Thr Ser
i 39 42 51 92 104 153 164 218 237 238 240 244 265 268

f f

Lys
TEM-3
TEM-4

! ) f

Ser Glu Ser
TEM-5 TEM55  TEM-3
TEM-7 TEM-4

Gly
TEM-49

Figura 3. Esquema que representa algunos cambios puntuales de aminoacidos en la proteina TEM.
Adaptado de Bradford, P. et al. Clinical Microbiology Reviews. 2001, p.933-51
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establecer inmediatamente medidas de control
de infecciones intrahospitalarias y evitar la

diseminacién de este microorganismo'? 5 24 28,
29, 36

Las BLEEs se asocian con resistencia a
multiples antibiéticos como aminoglicosidos,
cloranfenicol, TMP/SMX y quinolonas® '2
16,22,26,27,.32 |g que implica que el clinico
tenga pocas opciones para el tratamiento de
pacientes con infecciones causadas por cepas
de enterobacterias productoras de BLEEs,
sobre todo cuando son infecciones serias
como bacteriemias, neumonias nosocomiales
0 peritonitis.

La demora en identificar la presencia de BLEEs
aumenta la mortalidad de los pacientes''s. En
un estudio realizado recientemente se analizaron
288 pacientes con aislamientos de E. coli y K.
pneumoniae y se demostré un aumento en
la mortalidad relacionado con el retardo en la
deteccion de BLEEs™.

La deteccion de microorganismos productores
de BLEEs no es facil y no siempre son detectados
con las pruebas de susceptibilidad usadas de

rutina en los laboratorios de Microbiologia' 1>
17,28, 34

En presencia de BLEEs la concentracién
inhibitoria minima no siempre aumenta a niveles
suficientemente altos para entrar al rango de
resistencia, segun las guias del CLSI (Clinical
and Laboratory Standard Institute). Por lo tanto,
se recomienda adicionalmente a los métodos
de sensibilidad utilizados (difusién de disco,
automatizado, en caldo o agar) un método
de tamizaje que permita hacer una deteccién

efectiva de BLEEs cuando esté presente'®'®
21,28

La dificultad para detectar la presencia
de BLEEs por métodos convencionales de
sensibilidad a antibiéticos se demuestra con
la influencia del in6culo. En K. pneumoniae
productora de BLEEs puede aparecer como
sensible a las cefalosporinas cuando se usa
un inéculo Standard de 105 UFC/ml, lo que
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demuestra que la MIC es dependiente del
tamafo del in6culo. Este efecto es visto con
las cefalosporinas de tercera generacion,
cefotaxime, ceftriaxona, ceftazidima y con la de
4ta generacion, cefepime?®.

Por ejemplo, para K. pneumoniae productora
de TEM 26, con un in6culo de 105 UFC/ml, la
MIC para cefotaxime es 0,25 ug/ml, pero la
MIC aumenta a 64 ug/ml cuando el inéculo se
aumenta a 107 UFC/mI'¢. EI CLSI recomienda
confirmar la presencia de BLEEs cuando K.
pneumoniae demuestra disminucién de la
sensibilidad a cefalosporinas de 3ra generacién
0 aztreonam, si presenta MIC mayor de 2 ug/
ml para ceftazidima, cefotaxima o ceftriaxona o
aztreonam'-18,

Las BLEEs tienen preferencia por diferentes
sustratos, un aislamiento de K. pneumoniae
productor de BLEEs puede ser resistente a
ceftazidime pero sensible a cefotaxime. Por lo
tanto, si el test usado para hacer la deteccion
se limita a utilizar una sola cefalosporina como
sustrato, podria no ser detectada la resistencia
a otras cefalosporinas. En consecuencia, se
recomienda usar minimo dos cefalosporinas
para hacer la correcta detecciéon de BLEEs™.

Estudios in vivo han demostrado que las
combinaciones cefotaxime/clavulanato y
piperacilina/tazobactam tienen actividad distinta
contra cepas diferentes de K. pneumoniae
productoras de BLEEs, lo que sugiere que su
efectividad es muy dependiente de la dosis del
agente y del tipo de enzima presente. Por lo tanto,
se debe tener en cuenta que las combinaciones
cefalosporina/inhibidor no siempre son efectivas
contra las BLEEs'®.

Segun las guias del CLSI, los aislamientos de
K. pneumoniae con test fenotipicos positivos para
BLEEs, deben ser reportados como resistentes a
todas las penicilinas, cefalosporinas y aztreonam,
excepto a las cefamicinas (cefoxitin y cefotetan),
independiente de la MIC de éstas™.

De acuerdo con lo anterior, es importante la
deteccion y la confirmacion de la presencia de
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estas enzimas ya que el tratamiento del paciente
cambiaria desde el inicio y se disminuirian los
fracasos terapéuticos y las complicaciones
clinicas de las personas infectadas’®.

CONCLUSIONES

K. pneumoniae es un microorganismo de alta
prevalencia en el ambito hospitalario y presenta
significativos mecanismos de resistencia, y el
principal es la produccion de betalactamasas,
entre las que se encuentran las betalactamasas
de espectro extendido o BLEEs.

Las BLEEs le confieren a K. pneumoniae
resistencia frente a antibiéticos betalactamicos
y, en particular, a cefalosporinas de tercera
generacion, antibioticos de amplio uso en el
mundo hospitalario. Por lo tanto, los médicos
tratantes y el laboratorio, deben tener un
conocimiento adecuado de este mecanismo
de resistencia para sospechar y detectar su
presencia, ademas de establecer un manejo y
tratamiento adecuados para los pacientes.

Es preciso destacar la relevancia de
los programas de control de infecciones
intrahospitalarias y de los programas de vigilancia
de resistencia a antibioticos regionales, ya que
permiten evidenciar problemas de transmision
de patoégenos resistentes y su circulacion
en las comunidades. Este conocimiento es
indispensable, como primer paso, para definir
y evaluar medidas de control que permitan
contener el problema.

El uso prudente de antibiéticos debe ser una
prioridad en los hospitales y comunidades.
Solo de esta manera se podran preservar estos
medicamentos como herramientas indispensables
para el manejo de las infecciones.
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