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Resumen

Klebsiella pneumoniae productora de betalactamasa de espectro extenso (PLEE)
es la bacteria mas frecuentemente implicada en infecciones nosocomiales en las
unidades de alto riesgo neonatal y cuidados intensivos de adultos del Instituto
Autoénomo Hospital Universitario de Los Andes. El objetivo de la investigacion
fue .determinar las caracteristicas microbiologicas y moleculares asociadas a
las infecciones causadas por esta bacteria. Las cepas de K. pneumoniae  se
identificaron mediante procedimientos convencionales. La susceptibilidad a los
agentes antimicrobianos se realizo através de la prueba de difusion del disco en agar
de acuerdo a las instrucciones del CLSI 2010. La CIM se determing a través del
método Etest. La deteccion de genes blaTEM, blaSHV v blaCTX-M en las cepas
de K. pneumoniae se realizo mediante PCR y la Genotipificacion a través de
la Reaccion en cadena de la polimerasa de elementos palindromicos extragénicos
repetitivos.

Se caracterizaron 17 cepas de K. prneumoniae aisladas de neonatos con infeccion
nosocomial, asi como 11 aisladas de pacientes hospitalizados en la UCIa entre
Junio-Noviembre 2009. Los resultados de esta investigacion revelan un alto
porcentaje de resistencia a los betalactamicos y la presencia de PLEE tipo TEM,
SHV y CTX-M en las cepas aisladas en las dos unidades, Mediante el analisis
genotipico REP-PCR se detectaron varias clonas lo cual sugiere que existen cepas
resistentes especificas no endémicas mas que la circulacion y transmision de un
aislado habitual entre pacientes.
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Introduccion

Klebsiella pneumoniae es un patdogeno
bacteriano importante, asociado
a infecciones en la comunmidad vy
nosocomiales, especialmente en
pacientes inmunocomprometidos.
Las cepas de K. pneumoniae tienen
el potencial para causar morbilidad
y mortalidad, particularmente en
las unmidades de cuidados intensivos
pediatricos y servicios quIrurgicos.
Lasbetalactamasas de espectro extendido
(BLEE) son enzimas producidas por
bacilos Gram negativos capaces de
hidrolizar las cefalosporinas de amplio
espectro 'y los  monobactamicos,
pero no las cefamicinas ni  los
carbapenémicos. Son betalactamasas
mediadas generalmente por plasmidos
y derivan de otras enzimas con menor
espectro hidrolitico. La mayoria de
los genes que codifican PLEE son
transmitidos por plasmido vy a menudo
se encuentran en los transposones y los
integrones, facilitando su movilizacion
con otro determinante de resistencia.
Por lo tanto, los genes que codifican
PLEE  pueden ser facilmente
transferidos horizontalmente entre
e 1intra especies [Eckert et al., (2006);
Gaitan et al., (2009); Humeniuk et al.,
(2002)]. Las PLEE mas frecuentes se
han incluido en tres grupos: TEM, SHV
y CTX-M [Chin-Fu et al., (2010), Lee
et al., (2009), Livermore et al., (2007)].
Estas enzimas son un problema con
proporciones alarmantes de prevalencia
en Latinoamérica que alcanza tasas
preocupantes en Colombia, Guatemala,
Peru, Mexico, Venezuela, Ecuador,
Argentina, Chile, Panama y Brasil
A mivel nosocomial, las PLEE son
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consideradas como causas importantes
del incremento en la morbilidad y
mortalidad de pacientes hospitalizados,
de la prolongada estancia hospitalaria
y del aumento de los costos globales de
salud [Minarini et al., (2008);, Gonzalez
etal., (2011)].

Numerosos estudios sefialan que las
tasas de infeccion por K. preumoniae
productora de PLEE causantes de
brotes en las Unidades de Cudados
Intensivos (UCI) estd en aumento
y debido al papel que ha jugado
este microorganismo en estas unidades
en el Instituto Autonomo Hospital
Universitario de los Andes (IAHULA)
, se planted un estudio con el propdsito
de determinar las  caracteristicas
microbioldgicas y moleculares asociadas
a las infecciones nosocomiales causadas
por cepas de K. preumoniae aisladas
de la Unidad de Alto Riesgo Neonatal
(UARN) y la Unidad de Cuidados
Intensivos Adultos (UCla) y de esta
manera, contribuir con la prevencion y
control de las infecciones.

Materiales y Métodos

Cepas bacterianas

El estudio se realizo con cepas de K.
preumoniae aisladas de pacientes
hospitalizados en las Unidades de
Alto Riesgo Neonatal (UARN) y en
la Unidad de Cuidados Intensivos de
Adultos (UCla), durante el periodo
comprendido entre Junio-Noviembre
2009. El procesamiento de las muestras
y el estudio microbiologico se llevo a
cabo en el Laboratorio de Bacteriologia
Anaerobica “Dr. Roberto Gabaldon”,
del Departamento de Microbiologia y
Parasitologia de la Facultad de Farmacia;
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y el estudio molecular en el Laboratorio
de Biologia y Medicina Experimental
(LABIOMEX), Umniversidad de Los
Andes.

El  estudio fue aprobado por las
instancias del JAHULA involucradas,
y no requirid procedimientos clinicos
distintos a los realizados habitualmente
en la atencidn de los pacientes.

Estudio microbiologico
Identificacion y biotipificacion

Las cepas de K. preumoniae se
identificaron mediante los
procedimientos descritos por Koneman
et al., (2007). La biotipificacion de las
cepas se realizo mediante el sistema
comercial APl 20E (BioMerieux,
Francia). El procedimiento se realizo
siguiendo las instrucciones de la casa
fabricante.
Prueba de
antimicrobiana
A las cepas de K pneumoniae, se
les determind la susceptibilidad a
los agentes antimicrobianos mediante
la prueba de difusion del disco
en agar (Kirby -Bauer) de acuerdo
a las instrucciones del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI),
(CLSI, 2009). Se ensayaron los
siguientes agentes antimicrobianos:
a) p-lactamicos: cefotaxima (30ug.
bioDiscs), ceftazidima (30ug.bioDiscs),
cefoxitin (30ug.BBL), cefepime (30ug.
BBL), b) Combinaciones de inhibidores
de p- lactamasas: ampicilina— sulbactam
(10/10ug. Difco),  Amoxicilina /Ac
clavulanico (10/10pg. Difco);
Piperacilina / tazobactam (10/10pg.
Difco); ¢) Monobactamicos: aztreonam
(30 pg. Difco);, d) Carbapenemos:
imipenem  (10ug HIMEDIA), e)

susceptibilidad

Quinolonas: ciprofloxacina (Sug
HIMEDIA);, )  Aminoglucosidos:
gentamicina (10ug.Difco), amikacina
(30ug.Difco). Se utilizd como cepa
control a Escherichia coli, ATCC 25922.
La concentracion inhibitoria minima
(CIM) se determind a traves del método
Etest (BioMeérieux, Francia), siguiendo
las instrucciones de la casa comercial.
Los antibioticos que se utilizaron en
estos ensayos fueron los siguientes:
Ceftazidima, piperacilina /tazobactam,
gentamicina, amikacina y aztreonam.
Los resultados se interpretaron
siguiendo las instrucciones de la casa
comercial y segun lo establecido en
CLSI (2009).

A las cepas de K  prneumoniae
resistentes a las cefalosporinas de
tercera generacion, se les detecto la
produccion de PLEE mediante el método
descrito por Pitout ef al., (2003).
Estudio molecular

Deteccion de genes blaTEM, blaSHV
y blactx-M en cepas de K. preumoniae
mediante PCR

La extraccion de ADN se realizo
por  calentamiento a  90°C. La
secuencia del iniciador TEM1 fue
(TCCGCTCATGAGACAATAACC)
y TEM2
(TTGGTCTGACAGTTACCAATGC).
Tamafio del fragmento 750 pb. [Coque et
al., (2002)].

La secuencia del iniciador SHVI
fue (TGGTTATGCGTTATATTCGCC)
ySHV2(GGTTAGCGTTGCCAGTGCT).
Tamafio del fragmento 370 pb. [Coque
et al., (2002)]. El iniciador CTX-MI fue
(5-TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA-3)
y CTX- M2 (5-
CGATATCGTTGGTGGTGCCATA-3)
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Tamafio del  fragmento 540 pb.
[Edelstein et al., (2003)]. Se incluyo
un control negativo con una mezcla de
todos los componentes de la mezcla de
reaccion, excepto el ADN, y como
control positivo se utilizo una cepa de
K. pneumoniae productora de PLEE
tipo TEM, SHV, CTX-M caracterizada
previamente.

El programa de amplificacion para TEM
serealizo bajo las condiciones siguientes:
Temperatura  de  desnaturalizacion
inicial; 94°C durante 5 minutos, 35
ciclos de 94°C 1 minuto, 50°C 1 minuto,
72°C 1 minuto.

En el caso de la amplificacion
correspondiente a SHV el programa
fue: Temperatura de desnaturalizacion
inicial: 94°C  durante 2 minutos,
35 ciclos de  94°C 1 minuto, 66°C
1 minuto, 72°C 30 segundos vy una
temperatura final de extension de 72°C
durante 5 minutos. Los parametros de
amplificacion que se utilizaron para
CTX-M fueron: desnaturalizacion del
ADN a 95°C durante 5 minutos, seguido
de 30 ciclos que incluian] minuto a 95°C,
1 minuto a 52°C y 1 minuto a 72°C y un
periodo de extension final de 20 minutos
a 72°C. Para detectar los productos de
la amplificacion se realizd una corrida
electroforética en un gel de agarosa al
2% durante 60 minutos, a 100 voltios.
Posteriormente, el gel fue tefiido con
bromuro de etidio (0,0001 pg/ml) en
agua destilada. Para estimar el tamafio
de los fragmentos de ADN resultante, se
utilizo una escalera de peso molecular
con bandas de concentracion definida
(fago lambda (%) digerido con BsTEII).
Los patrones resultantes se visualizaron
por tansiluminacion con luz ultra violeta
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y documentado fotograficamente.
Genotipificacion

Reaccion en cadena de la polimerasa de
elementos palindrémicos extragénicos
repetitivos (REP-PCR). La extraccion de
ADN cromosomal se realizo mediante

el método descrito por Snelling
et al, (1996). Los oligonucleotidos
utilizados se basaron en elementos

palindromicos extragénicos repetitivos
de ADN altamente conservados, cuya
secuencia es la siguiente: REP-1 (5'-
I ICGICGICATCIGGC-3 ) REP-
2 (5 - ICGICTTATCIGGCCTAC-3 ),
[Invitrogen; Versalovic ef al., (1991)].
Para cada muestra se prepard la mezcla
de reaccion para la amplificacion, la
cual se desarrollo con un volumen
final de 12,5ul, con 0,08U/ ul de Taq
polimerasa, 25mM de Mgcl2, 0.2mM
de cada dNTPs, 50 pmoles de cada
uno de los oligonucleotidos opuestos
y la muestra de ADN genomico a una
dilucion de 1/1000. Se incluyé un
control negativo con una mezcla de
todos los componentes anteriormente
citados, excepto el ADN.

La amplificacion se realizd en un
termociclador (Eppendorff), el cual
fue programado para una temperatura
de desnaturalizacion inicial de 95°C
durante 5 minutos, seguidos por cuatro
(4) ciclos de desnaturalizacion de: 94°C
durante 1 min, union: 26°C por Imin,
extension: 72°C por 2 min. Luego por
40 ciclos de desnaturalizacion del ADN
blanco (94°C durante 5 min), union
de los olignucledtidos al ADN blanco
(40°C durante 30 segundos), y extension
de los mismos unidos al ADN (72°C
durante 1min), una temperatura final de
extension (72°C durante 10 min).
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Para detectar los productos de la
amplificacion delos elementos REP-PCR
presentes en las cepas de K. pneumoniae,
se realizo una corrida electroforética en
un gel de agarosa al 2% tefiido con
bromuro de etidio (0,0001 ug/ml) en
agua destilada durante 60 minutos, a
100 voltios. Para estimar el tamafio de
los fragmentos de ADN resultante, se
utilizd una escalera de peso molecular
con bandas de concentracion definida
(fago lambda (A) digerido con BsTEI).
Los patrones resultantes se visualizaron
por tansiluminacion con luz ultra violeta
y documentada fotografica.

En cuantoa los criterios de interpretacion

Resultados y Discusion
Tabla 1.

Resistencia antimicrobiana encontrada en las

el tamafio de los fragmentos generados
por electroforesis de los productos de
PCR se determind por comparacion
con la escalera de peso molecular. La
presencia o ausencia de bandas en una
linea del gel se determinaron por
inspeccion visual de los patrones,
por tres observadores diferentes. Los
patrones de PCR se consideraron
iguales sobre las bases de similitud
en cuanto al numero y posicion de
todas las bandas mayores. Pequefias
diferencias en la intensidad y forma de
las bandas mayores o pérdida de bandas
debiles fueron ignoradas.

17 cepas de K

preumoniae aisladas de neonatos con infeccion nosocomial

o : Cepas CIM50 CIM9o
Agentes antimicrobianos .
resistentes pg/ml pg/ml
N° %
Ampicilina 17 100
Ampicilina/sulbactam 17 100
Amoxacilina/ac clavulanico 17 100
Ceftazidima 16 94 16 96
Cefotaxima 16 94
Piperacilina/tazobactam 7 41 8 256
Aztreonam 16 94 16 128
Amikacina 16 94 128 256
Gentamicina 14 82 96 256
Imipenem 0 0
Ciprofloxacina 2 12
Cefoxitin 1 6

CIMS0= Aquella concentracion del antimicrobiano que inhibe el desarrollo del

50% de las cepas estudiadas.

CIM90= Aquella concentracion del antimicrobiano que inhibe el desarrollo del

90% de las cepas estudiadas
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Tabla 2. Resistencia antimicrobiana enconirada en 11 cepas de
Kpneumoniae aisladas de adultos con infeccion nosocomial.

. : Cepas CIMS50 CIM90
Agentes antimicrobianos .
resistentes pg/ml ug/ml
N° %
Ampicilina 11 100
Ampicilina/sulbactam 11 100
Amozxacilina/ac clavulanico 11 100
Ceftazidima 11 100 48 128
Cefotaxima 11 100
Piperacilina/tazobactam 5 45,4 12 48
Aztreonam 11 100 192 192
Amikacina 10 90,9 256 256
Gentamicina 10 90,9 256 256
Imipenem 0 0
Ciprofloxacina 9 81.8
Cefoxitin 0 0

Tabla 3. Fenotipos, tipos de pB-lactamasas y genotipos en cepas de K.
prneumoniae multirresistente aisladas de los pacientes hospitalizados en

UARN.
Cepa de labotatorio N° de Tipo de Plee (Genotipo

1 - TEM,SHV,CTX I

2 - TEM,SHV II

3 - TEM,SHV II1
4 - TEM,SHV v
5 + TEM,SHV V
6 + TEM,SHV VI
7 + TEM,SHV VII
8 - TEM,SHV VIII
9 - TEM,SHV IX
10 - TEM,SHV,.CTX X
11 - TEM,SHV.CTX XI
12 - TEM,SHV.CTX XII
13 - TEM,SHV.CTX XTI
14 - TEM,SHV IVX
15 - TEM,SHV.CTX XV
16 - TEM,SHV XVI
17 - TEM.SHV.CTX XVII
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Tabla 4. Fenotipos , tipos

de B-lactamasas y genotipos en cepas de K.

prneumoniae multirresistente aisladas de los pacientes hospitalizados en UCIa.

Cepa de labotatorio N° de Tipo de Plee Genotipo
1 + TEM,SHV,CTX I
2 : TEM,SHV,CTX I
3 + TEM,SHV,CTX I
4 + TEM,SHV,CTX I
5 + TEM,SHV,CTX IR
6 + TEM,SHV,CTX V
7 . TEM,SHV IAY
8 + TEM,SHV VI
g + TEM,SHV,CTX VII
10 + TEM,SHV,CTX VII
11 + TEM,SHV,CTX I
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Figura 1 . Patron de bandas obtenidas por REP-PCR de las cepas de K
preumoniae aisladas de la UARN del TAHULA. (A). Linea 1 (Genotipo I), Linea
2 (Genotipo II), Linea 3 (Genotipo III), Linea 4 (Genotipo 1V), Linea S (Genotipo
V), Linea 6 (Genotipo VI), Linea 7 (GenotipoVIl), Linea 8 (GenotipoVIII),
Linea 9 (Genotipo 1X), Linea 10 (Genotipo X). (B). Linea 11 (Genotipo XI),
Linea 12 (Genotipo XII), Linea 13 (Genotipo XIII), Linea 14 (Genotipo XIV),
Linea 15 (Genotipo XV), Linea 16 (Genotipo XVI), Linea 17 (Genotipo XVII).
Ch: Cepa de K. pneumoniae responsable del brote 2007 ocurrido en la unidad
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Figura 2. Patron de bandas obtenmidas por REP-PCR de las cepas de K
pneumoniae aisladas de la UCIa del TAHULA. Esc: escalera, 1-11 cepas de K.
prneumoniae, aisladas en el 2009, Cb: Cepa de K. prneumoniae responsable del brote
2007 ocurrido en la UARN, C- Control negativo.

Durante el desarrollo de este proyecto de infecciones nosocomiales, llevado a cabo
en la UARN y UCla del HULA, durante el periodo comprendido entre junio-
noviembre 2009, los BGN representaron el mayor porcentaje de aislamiento en
ambas unidades. En la UARN, el 21,90% (32/146) de los aislamientos, pertenecian
a la familia Enterobacteriacea, siendo K. pneumoniae la especie mas frecuente
53,12% (17/32). Por otro lado, en la UCla, K. preumoniae se aislo en un 55%
(11/20) dentro del grupo de bacilos Gram negativos fermentadores. Resultados
similares a los encontrados en otras unidades de cuidados especiales en paises
de América Latina, donde

aproximadamente el 60% de las infecciones son causadas por bacilos Gram negativos,
entre ellos, K. preumoniae [Oliveira et al., (2008); Calderas et al., (1999);, Gonzalez
etal.,(2011)]. En la actualidad, una de las mayores preocupaciones de la comunidad
cientifica internacional, es la creciente incidencia de infecciones producidas por K.
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prneumoniae  resistente a multiples
agentes antimicrobianos, especialmente a
los P-lactamicos [Christian et al., (2010);
Garciaetal., (2011)]. Este fenomeno fue
igualmente observado en este estudio.
En la UARN, el 86,95% de las cepas
fueron resistentes a 8 o mas agentes
antimicrobianos, especialmente a los
P-lactamicos y a los ammoglucosidos.
De 1gual manera, en la UClIa se observo
un alto porcentaje de resistencia a estos

dos grupos de antibioticos. Estas
cepas mostraron CIM  elevadas
para Ceftazidima (CIMop=128 ug/

ml), Amikacina (CIMop= 256 ug/ml)
y Gentamicina (CIMog= 256 pg/ml).
La resistencia a fluoroquinolonas se
observd principalmente en las cepas
de K. pneumoniae aisladas de la UCla.

El principal problema de resistencia entre
los patogenos aislados en las unidades
de cuidados especiales del HULA,
es la prevalencia de K. pneumoniae
productora de PLEE multirresistente,
quizas  como  consecuencia  de
la exposicion incrementada a las
cefalosporinas de espectro extendido
ampliamente utilizadas en estas unidades
en la terapia empirica inicial.

Es importante resaltar que los
antibioticos  carbapenémicos aun
presentan actividad contra las cepas de
K. pneumoniae productoras de PLEE
aisladas en estas unidades del HULA.
LLa prueba fenotipica de produccion
de PLEE permitio detectar que el 90%
(10/11) de las cepas aisladas de la UCla
era productoras de PLEE. Mientras
que un bajo porcentaje 17,64% (3/17)
de las cepas aisladas de la UARN eran
fenotipo PLEE (+), aunque a través
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de PCR se demostro que las restantes
negativas eran portadoras del los genes
bla. Los resultados de esta investigacion
revelan la presencia de PLEE tipo TEM,
SHV yv CTX-M en las dos unidades
estudiadas y se demostro que algunas
cepas eran portadoras de mas de un
gen bla (TEM, SHV y CTX-M), lo cual
es similar a los hallazgos reportados
por otros investigadores (Gaitan et ai.,
(2009)]. Es importante sefialar que al
realizar el analisis genotipico mediante
REP-PCR se detectaron varias clonas
en ambas unidades y al analizarlas en
conjunto no coincidieron los patrones
de bandas, lo cual sugiere que las
clonas que circulan en la UARN son
diferentes a las que circulan en la UClIa.

Conclusiones
Los BGN pertenecientes a la familia
Enterobacteriacea  representaron el

mayor porcentaje de aislamiento en
ambas unidades, siendo K. preumoniae
la especie mas frecuentemente aislada.
Los resultados de esta investigacion
revelan la presencia de cepas de K
preumoniae productoras PLEE en las
dos unidades estudiadas y se demostro
que algunas cepas eran portadoras
de mas de un gen bla(TEM, SHV y
CTX-M).

Mediante el analisis genotipico REP-
PCR se detectaron diferentes clonas en
ambas unidades lo cual sugiere que las
clonas que circulan en la UARN son
diferentes a las que circulan en la UCIa.
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