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RESUMEN

Los plasmidos que codifican para la resistencia a antibioticos son los candidatos
ideales para explicar el flujo de genes entre cepas bacterianas. El propdsito de este
trabajo fue determinar la presencia de plasmidos en cepas de Klebsiella spp. El
estudio estuvo conformado por 12 cepas aisladas de pacientes con infeccion
intrahospitalaria, atendidos en las diferentes éareas del Hospital Universitario
“Antonio Patricio Alcala”, Cumand, Estado Sucre, durante el periodo de septiembre -
noviembre de 2005. A las cepas se les realizd un antibiograma para determinar la
resistencia a diversos antimicrobianos, y la extraccion plasmidica, esta Ultima,
mediante el método modificado de lisis alcalina. Todas las cepas fueron resistentes a
los betalactamicos, asi como, productoras de f-lactamasas de espectro expandido. El
91,66% de las cepas de Klebsiella spp fue resistente a dos o mas familias de
antimicrobianos. Se demostr6 la presencia de pldsmidos en todas las cepas. El
58,33% present6 una banda plasmidica de alto peso molecular, el resto de las cepas
presentd mas de una molécula plasmidica. La presencia de plasmidos sugiere la
posibilidad de que estas moléculas conjuntamente con otros elementos genéticos,
sean los principales responsable de la diseminacion de la resistencia a los
antimicrobianos, principalmente a los betalactamicos, en las cepas de Klebsiella spp
estudiadas.

Palabra y/o Frases Claves: Klebsiella, Plasmidos, Intrahospitalarios
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INTRODUCCION

Klebsiella pneumoniae es uno de los bacilos Gram negativos mas frecuentemente
aislados de episodios infecciosos a nivel hospitalario. Las cepas pertenecientes a esta
especie presentan elevados porcentajes de resistencia, en especial a los antibioticos de
amplio espectro como las cefalosporinas de tercera generacion (C3G), aminoglucoésidos,

entre otros (Babini y Livermore, 2000; Diaz et al., 2004).

La multiresistencia es consecuencia de la variacion genética, la cual es esencial
para que ocurra la evolucion bacteriana. Una de las aplicaciones practicas mas
interesante de los avances realizados, en las ultimas décadas, en el campo de la genética
bacteriana, ha sido comprender los mecanismos genético-moleculares de la resistencia a
los antimicrobianos. Los cuales proporcionan una fuerte presion de seleccion sobre las
poblaciones bacterianas, favoreciendo a aquellas bacterias que son capaces de resistir su
efecto. Las variaciones génicas pueden dar origen a poblaciones bacterianas resistentes
a los agentes antimicrobianos, a través de mutaciones espontaneas y/o por la
adquisicion de elementos genéticos como plasmidos que codifican determinantes de
resistencia (Gupta et al., 2003). La adquisicién de elementos genéticos es considerado
uno de los principales problemas a nivel hospitalario, debido a su facil diseminacion en

cepas bacterianas (Facinelli et al., 1985).

Los plasmidos son elementos extracromosdémicos de ADN de doble cadena,
circulares, covalentemente cerrados, genéticamente auténomos e independientes del
cromosoma de la célula hospedadora. De acuerdo a su tamafio los plasmidos pueden
clasificarse como: megaplasmidos (>100KDalton) o miniplasmidos (menos de 100 pb),
aunque generalmente, estos presentan un tamafio variable que oscila entre menos de 10
000 a mas de 400 000 pb (Kolsto, 1997; Kado, 1998; Alonso et al., 2001b). Los
plasmidos con tamafos moleculares entre 30 y 40 pb son moléculas que solo presentan

un origen de replicacion y no poseen marcos abiertos de lectura (Kado, 1998).



El conocimiento de los diferentes mecanismos de transferencia horizontal permite

deducir que los plasmidos son los elementos que mayoritariamente contribuyen al

proceso de evolucion bacteriana, ejemplo de esto lo constituye el rapido incremento en

la diseminacion de la resistencia a un antimicrobiano dentro de una especie o entre

especies, cuando a menudo las poblaciones bacterianas estan sometidas a la fuerte

presion selectiva ejercida por los antimicrobianos empleados en diversos centros

hospitalarios (Kado, 1998; Frost et al., 2005).

Ademas de la resistencia a los antimicrobianos, los plasmidos pueden codificar

para una amplia variedad de funciones. Kado (1998) propuso que las funciones

plasmidicas pueden resumirse en cuatro grupos principales: resistencia; energia y

metabolismo; virulencia, patogenicidad y simbiosis; y diseminacion y perpetuacion

(figura 1).
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Figura 1. Caracteristicas funcionales de los plasmidos segtin Kado. Kill: gen de

letalidad; kor: gen regulador de la letalidad; kik: gen letal en Klebsiella

pneumoniae
(Tomado de Kado, 1998).




En una célula bacteriana pueden encontrarse multiples copias de plasmidos. Los
plasmidos muy relacionados, con frecuencia no pueden coexistir en la misma célula, lo
que ha llevado a establecer un esquema de clasificacion de plasmidos basado en grupos
de incompatibilidad. La base molecular para la clasificacion de los plasmidos en grupos
de incompatibilidad reside en las caracteristicas y regulaciéon de los origenes de
replicacion de la molécula (Alonso et al., 1999; Alonso et al., 2000a; Alonso et al.,
2001b). Hasta ahora se conocen mas de 30 grupos de incompatibilidad (Inc) en

enterobacterias, que son identificados con las letras del alfabeto (Alonso, 2005).

Los plasmidos del complejo de incompatibilidad H (IncH) son de gran interés
epidemioldgico, ya que poseen una enorme capacidad de albergar determinantes de
resistencia contra los agentes antimicrobianos. Estos plasmidos se encuentran
ampliamente diseminados entre bacterias Gram negativas causantes de importantes

patologias (Rodriguez et al., 1998).

La transferencia de un pldsmido entre especies bacterianas es un proceso
complejo, basado en esta propiedad los plasmidos se han clasificado en conjugativos, no
conjugativos y movilizables. Los plasmidos conjugativos codifican toda la maquinaria
necesaria para la conjugacion, mediada por una serie de proteinas codificadas por mas
de 30 genes (tra) organizados en tres operones: traM, tral y traS, que ocupan una
porcion de hasta 33 kilobases de la molécula plasmidica, razon por la cual, éstos tienden
a ser mas grandes que los restantes (Alonso et al., 2005). Los plasmidos no conjugativos
no presentan genes que codifiquen las proteinas necesarias para la transferencia, sin
embargo, algunos plasmidos no conjugativos pueden ser movilizables, ya que tienen
como maximo dos genes (Mob), que ocupan una zona de, aproximadamente, 2 kilobases.
Los plasmidos no conjugativos solo pueden cotransferirse con los plasmidos
conjugativos (Amabile-Cuevas y Chicurel, 1992; Actis et al., 1999 y Pedroza et al.,
2001).



La conjugacion es la principal via de diseminacién de genes entre las poblaciones
bacterianas y consiste en la transferencia de plasmidos desde una bacteria a otra (figura
2), este mecanismo es responsable de la evolucion y diversidad entre las diferentes

especies (Redondo y Alonso, 2007).

A: Célula Dbacteriana F+ (portadora de
plasmido) B: Célula bacteriana F- (sin
plasmido).

Contacto entre la célula F+ (donadora) y F-
(receptora) a través del pili sexual.

Transferencia de ADN de simple cadena, desde
la donante hacia la receptora.

Sintesis de las cadenas de ADN, continua en la
célula donadora y discontinua en la receptora.

Separacion de las células. La célula receptora se
convierte en F+ y es capaz de transferir ADN a
otra nueva célula receptora siendo ahora ambas
viables como donantes.

Figura 2. Etapas del proceso de conjugacion bacteriana
(Tomado de www.microbiologia.com, con modificaciones)

En el proceso de conjugacion se distinguen dos grandes fases, que aun cuando
estas se enumeran separadamente, ambas ocurren en paralelo. La primera es el contacto
entre la célula donante y receptora. La célula donante presenta en su superficie un pilus,
el cual se forma por los productos de expresion de determinados genes. Los pili son

apéndices en forma de cilindro, constituidos por unidades de la proteina pilina, son


http://www.microbiolog%C3%ADa.com/

especificos para cada tipo de pldsmido, y en muchas oportunidades sirven para
agruparlos. Usualmente se encuentran de 1-3 pilus por célula. Cada pilus se origina en la
membrana interna de la célula donante y se extiende a través de su pared celular hasta el
ambiente extracelular e interacciona, especificamente, con una proteina de la membrana
externa presente en la célula receptora. Cuando esto sucede, el pilus se va
despolimerizando desde su base, dando una apariencia de que se esta contrayendo, en
este proceso de despolimerizaciéon la célula receptora se va acercando a la célula
donante, hasta que quedan en contacto pared-pared, inmediatamente las células quedan

estabilizadas y se forma el poro conjugativo (Frost et al., 2005).

La segunda fase es conocida como transferencia del ADN, se inicia en una region
del plasmido conocida como origen de transferencia (0riT). Segun Llosa et al. (2002), la
transferencia del ADN estd basada en un esquema de replicacién y secrecion. La
replicacion es de tipo circulo rodante (RCR), en este proceso primero se corta una de las
hebras del plasmido, en el extremo 5’ libre de la hebra cortada se une por medio de
uniones covalentes a una relaxasa. Este complejo nucleo-proteico es transferido hacia un
sistema de secrecion tipo IV, presente en la membrana externa de la célula donante, el

cual es el responsable de la transferencia del ADN a la célula receptora.

Desde el punto de vista de salud publica, los determinantes genéticos de mayor
importancia presentes en plasmidos son los que codifican para factores de virulencia y
los asociados a la resistencia bacteriana, debido a la capacidad que tienen para promover
la diseminacion horizontal de un gran nimero de genes, que contribuyen al incremento
de las poblaciones bacterianas resistentes y a la aparicion de cepas patdgenas

multirresistentes (Narvaez et al., 2005).

El estudio epidemioldgico de los plasmidos esta basado en la investigacion del
perfil plasmidico, el cual es un método ampliamente aplicado, y muchas veces ofrece
informacion diferente y complementaria a la obtenida en el andlisis de diversidad

(Calder6én y Yagui, 2002). La tipificacion plasmidica, junto a los experimentos de



conjugacion y pruebas fenotipicas de susceptibilidad antimicrobiana, han sido utilizadas
en algunos estudios epidemioldgicos con el fin de evaluar la presencia de plasmidos
transferibles, portadores de determinantes de resistencia (Araque et al., 1997; Alonso et

al., 2001b; Alonso et al., 2005; Narvaez et al., 2005).

En general, se asume que la identificacion y clasificacion de los plasmidos
presentes en bacterias aisladas de ambientes hospitalarios es de gran interés
epidemioldgico, ya que estas moléculas extracromosomales pueden portar genes que
codifican para factores de virulencia, asi como para diversos determinantes de

resistencia a drogas, a metales pesados, entre otros (Narvaez et al., 2005).

La elevada transmisibilidad de plasmidos, que portan genes que codifican enzimas
capaces de hidrolizar ciertos antimicrobianos como [-lactamicos y aminoglucosidos,
puede permitir la diseminacion de la resistencia a otros patogenos, hecho que se ha
demostrado al encontrar enzimas inactivantes de antimicrobianos en cepas
intrahospitalarias de Escherichia coli, Klebsiella spp, Pseudomonas aeruginosa,
Citrobacter freundii y Enterobacter aecrogenes (Paterson et al., 2001; Melano et al., 2003;

Pitout et al., 2003).

En K. pneumoniae se han aislado una gran variedad de plasmidos que codifican
determinantes de patogenicidad y resistencia a antimicrobianos y a otras sustancias.
Araque et al. (2000), en la ciudad de Mérida, realizaron un estudio en 12 cepas de K.
pneumoniae, provenientes de la unidad de cuidados intensivos neonatal del Instituto
Auténomo Hospital Universitario de los Andes. Los resultados revelaron la presencia de
un plasmido de 87 000 pb que portaba genes que codificaban B-lactamasas de espectro

extendido.

Pedroza et al. (2001), realizaron un estudio de resistencia bacteriana en el Hospital
Universitario de Caracas y demostraron que un 80,00% de las cepas de bacilos Gram

negativos de origen intrahospitalario eran multirresistentes, y de éstas, el 31,00%



presentaban plasmidos conjugativos capaces de codificar resistencia a un numero

representativo de agentes antimicrobianos.

Espinal et al. (2004), en un estudio epidemiologico molecular realizado a 15
aislados de K. pneumoniae, provenientes de un hospital de tercer nivel en Bogota
Colombia, demostraron la presencia de un plasmido transferible de 23 000 pb,

responsable de conferir resistencia antimicrobiana a las cepas.

Guzman (2006) evalu6 la presencia de plasmidos transferibles en 29 cepas de K.
pneumoniae, provenientes de pacientes atendidos en los diferentes servicios médicos
del Hospital Universitario “Antonio Patricio Alcala”, y demostré que el 83,00% de las
cepas presentaron plasmidos de elevado peso molecular, que conferian resistencia

principalmente a las cefalosporinas de tercera generacion.

Sanchez et al. (2006) detectaron, mediante ensayos moleculares, la presencia de
genes codificantes para enzimas -lactamasas, los cuales se encontraban en plasmidos
conjugativos, en todas las cepas de K. pneumoniae resistentes a cefalosporinas de tercera
generacion y aztreonam, aisladas de diversos cuadros patologicos en centros

hospitalarios chilenos.

Redondo y Alonso (2007) caracterizaron plasmidos conjugativos en cepas de
E. coli y K. pneumoniae multirresistentes, aisladas de pacientes hospitalizados en
cuatro centros de salud del area metropolitana de Caracas, evidenciando la presencia
de moléculas plasmidicas de alto peso molecular en el 67,00% de las cepas

estudiadas.

La resistencia a los antimicrobianos, codificada por estos elementos genéticos,
genera un grave problema a la salud publica en los centros hospitalarios, que cada
dia se incrementa, involucrando diversos géneros bacterianos. Debido a que

Klebsiella es uno de los géneros bacterianos asociados frecuentemente con



infecciones intrahospitalarias, se hace necesario demostrar la presencia de plasmidos
en cepas de Klebsiella spp multirresistentes, aisladas de pacientes con infecciones
intrahospitalarias, asistidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio Alcald” de

Cumana, Estado Sucre.



METODOLOGIA

Cepas bacterianas

El estudio estuvo conformado por 12 cepas de Klebsiella spp (tabla 1),
recolectadas de pacientes con diagnodstico de infeccion intrahospitalaria e indicacion de
cultivo y antibiograma, atendidos en las 4areas de unidad de cuidados intensivos,
medicina, cirugia y retén del Hospital Universitario “Antonio Patricio Alcalda” de
Cumand, Estado Sucre, durante el periodo comprendido entre septiembre y noviembre
del 2005 (considerandose multirresistentes aquellas cepas que presentaron resistencia a
mas de dos familias de antimicrobianos). Estas cepas se encontraban preservadas en agar
conservacion en el laboratorio de Bacteriologia Molecular del Departamento de

Bioanalisis.

Reactivacion de las cepas

A partir del medio de conservacion, se procedid a inocular las cepas bacterianas en
2 ml caldo Luria-Bertani (LB) (Himedia) a 35°C, durante 18 horas en aerobiosis,
posteriormente las cepas se sembraron en agar Mac Conkey (AMC) (Himedia) y se
incubaron nuevamente, atendiendo las condiciones anteriores, con la finalidad de
verificar su pureza y observar las caracteristicas macroscopicas de las colonias, asi como

los cambios producidos en el medio AMC que refleja la fermentacion o no de la lactosa.

Confirmacion de las cepas

El género y la especie se confirmé mediante el protocolo de identificacion
convencional para enterobacterias (Koneman et al., 2008), incluyendo las siguientes
pruebas bioquimicas: fermentacion de azicares (medio Kligler), utilizacion de citrato
(medio citrato Simmons), produccion de la enzima ureasa (agua peptonada), via de

fermentacion de la glucosa (caldo rojo metilo-Voges Proskauer), motilidad, produccion



de indol, descarboxilacion de la ornitina (medio MIO) y descarboxilacién de la lisina

(caldo lisina).

Tabla 1. Caracteristicas epidemiologicas de las cepas de Klebsiella spp, aisladas de
pacientes con infeccidon intrahospitalaria en diferentes areas del Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcald” Cumana, Estado Sucre.

Estadia o Terapia
Cepas ) Muestra Servicio )
(dias) previa
04* 5 Sangre Retén AMS,GEN
05* 8 Secrecion Retén CAZ,AK
07* 7 Catéter UCI CAZ,0XA
Medicina
08* 9 Secrecion -
A
Medicina
09* 9 Secrecion -
A
Pediatria
14** 30 Catéter MER
A
Medicina
20* 8 Catéter -
C
22% 5 Secrecion UClI CTX,VAN
24%* 9 Secrecion UCI VAN,AK
27* 6 LCR Retén GEN
33* 5 Heces Retén GEN
34% 9 Secrecion UClI AK AZT

LCR: Liquido Cefalorraquideo, UCI: Unidad de Cuidados Intensivos, CAZ: Ceftazidima, CTX:
Cefotaxima, GEN: Gentamicina, AK: Amikacina. AMS: Amoxicilina/sulbactam, OXA: Oxacilina, MER:
Meropenem, VAN: Vancomicina, AZT: Aztreonam, * K. pneumoniae, ** K. oxytoca, (-): Ninguna.
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Confirmacién de la resistencia bacteriana

La confirmacion de la resistencia bacteriana se realiz6 mediante el método de difusion
del disco (Bauer et al., 1966), siguiendo los lineamientos para enterobacterias, propuestos
por el Instituto para Estandares de Laboratorios Clinicos, del inglés: Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI, 2008). Para ello, se prepar6 una suspension bacteriana de la cepa
en 4,50 ml de solucion salina fisioldgica estéril, a partir de un crecimiento de 18 horas,
sembrado en agar tripticada de soya (ATS), ajustando al patrén de 0,5 en la escala de
Macfarland, correspondiente a 1,50 x 10® unidades formadoras de colonias (UFC) por
mililitro. Una vez obtenida la turbidez respectiva, se impregnd un hisopo estéril en la
suspension y se disemind uniformemente sobre la superficie del agar Mueller Hinton
(Himedia). Se ensayaron los siguientes agentes antimicrobianos: amoxicilina/acido
clavulanico (20/10 pg), cefotaxima (30 pg), ceftazidima (30 pg), amikacina (30 pg),
gentamicina (30 pg), ciprofloxacina (5 pg), trimetopim-sulfametoxazol (1,25/23,75 ug) y
cloranfenicol (30 pg), todos de marca OXOID. Las placas se incubaron a 35°C, durante 18
horas en ambiente de aerobiosis y, posteriormente, se realizo la lectura de los halos de

inhibicion, empleando una regla milimetrada.

Los halos de inhibicion presentados por cada antimicrobiano se interpretaron
siguiendo los valores de referencia sefialados en la tabla del CLSI como sensible,

resistente intermedio y resistente (CLSI, 2008).

La presencia fenotipica de BLEE en las cepas se determind mediante la técnica de
sinergismo de doble disco (Jarlier et al., 1988) y siguiendo los lineamientos establecidos
por CLSI (2008), M100-S18 (M2). En una placa de agar Mueller Hinton inoculado con
una suspension de la cepa bacteriana, preparada en 4,5 ml de solucidn salina fisiologica
estéril y ajustada al patron 0,5 en la escala de MacFarland, se procedié a colocar en el
medio un disco de amoxicilina-acido clavuldnico (20/10 pg), posteriormente, se
colocaron los discos de cefotaxima (30 pg) y ceftazidima (30 pg), a una distancia lineal

de 15 mm del disco de 4cido clavulanico. La presencia de un sinergismo entre alguna de

11



las cefalosporinas de tercera generacion y el acido clavulanico se interpretdé como

produccion de B-lactamasa de espectro expandido (BLEE).

La calidad de los discos antimicrobianos fue verificada con la cepa control

Escherichia coli ATCC 25922.

Aislamiento de ADN plasmidico (pequefia escala)

Para determinar la presencia de plasmidos se realiz6 una extraccion, empleando la técnica
modificada de lisis alcalina (Birnboim y Doly, 1979). El aislamiento se inici6 a partir de un
cultivo en medio Luria-Bertani (LB) crecido a 37°C, durante 24 horas en aerobiosis,
suplementado con ampicilina. A 6 ml de caldo LB se le afiadié un in6culo de 10 pl de cultivo
en fase estacionaria de la cepa de interés. Este se incubd durante 16 horas a 37°C,
posteriormente, las cé€lulas bacterianas se recolectaron en dos tubos ependorftf por centrifugacion
a 13 400 g durante 5 minutos (dos tubos por cada cepa), el sedimento se resuspendié en 1 ml de
solucion salina fisioldgica estéril, y se centrifugd a 13 400 g durante 5 minutos. Al sedimento se
le colocd 100 pl de solucion 1 fria (glucosa 50,00 mmol I, Tris-HCI 25,00 mmol 1, pH 8,
EDTA 10,00 mmol I"' pH 8,0) y 10 pul de Lisozima (10,00 mg mI™) recién preparada, se mezclo
en vortex y se incubd a 37°C durante 20 minutos. Luego se agregaron 200 pl de solucion de
lisis (NaOH 0,20 equ I"', SDS 1,00%, pH 11,0), se mezclé suavemente por inversion y se incubd
en hielo durante 5 minutos. Al finalizar esta incubacion, se afiadio 150 pl de solucion III fiia
(acetato de potasio 3,00 mol I"', pH 4,8), se mezclo por inversion y se incubd en hielo durante 10
minutos, se centrifugd durante 15 minutos y el sobrenadante se coloco en tubos limpios. Se le
agregd fenol-cloroformo (1:1). La solucion se mezcld con vortex y se centrifugd a 13 400 g
durante 10 minutos. La fase acuosa se transfirié a tubos ependorff estériles, cuidando de no
tomar suspension cercana a la interfase, se le agregd 2 volimenes de etanol al 100,00%, se
mezcld por inversion y se dejé en reposo durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se centrifug6 a 13 400 g por 10 minutos y se lavo con 1 ml de etanol al 70,00%

se mezcld por inversion, se centrifugd 5 minutos y el sedimento se dejo secar a 37°C. El
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sedimento se resuspendid en 12 pl de agua purificada para luego hacer una mezcla de ambos

tubos, la extraccion se dejo a 37°C toda la noche para su hidratacion.

Electroforesis

Las muestras de ADN plasmidico se observaron en un gel de agarosa 0,80%, que
se preparé disolviendo 0,80 g de agarosa en 100 ml de buffer TBE 1X (Stock 10X: tris
base 0,80 mol 1'1, acido borico 0,80 mol l'l, EDTA 0,02 mol 1'1). Este buffer se utilizo

ademas para realizar las migraciones electroforéticas.

Para las corridas electroforéticas se empled un buffer de carga (azul de bromofenol
0,20% y sacarosa 0,20%), se mezclaron 3 pl de este buffer con 8 pul de la muestra, la
mezcla se coloco en el gel, y se corrieron entre 60 a 80 voltios, durante una hora y
media, aproximadamente. Para luego ser coloreados con soluciéon de bromuro de etidio
0,50 pg ml”, durante 5 minutos, el exceso de bromuro se eliminé al mantener el gel en
agua durante 5 minutos. Las bandas plasmidicas se observaron en un trasiluminador de

luz ultravioleta para finalmente ser fotografiadas y analizadas.
Estimacion del tamafio del ADN plasmidico

El tamaiio del ADN plasmidico se estim6 mediante la comparacion de las distintas
bandas observadas en las muestras con los diferentes tamafios de ADN contenidos en el
marcador de peso molecular 1 Kb ADN Ladder (GeneRuler™).

Control de calidad

Como control positivo de la extraccion de ADN plasmidico se utilizd la cepa

transconjugante E. coli (T12), la cual contiene un plasmido de 45 Kb.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La resistencia antimicrobiana es un problema de salud publica a nivel mundial,
que adquiere mayores complicaciones en el ambiente hospitalario, debido a la presion
selectiva ejercida por el uso de estos compuestos, los cuales promueven la seleccion y
acumulacion de genes de resistencia entre las poblaciones bacterianas residentes en
dicho ambiente, dando origen al fenémeno conocido como resistencia multiple a los

antimicrobianos (Levy y Marshall, 2004; Alonso et al., 2005; Narvaez et al., 2005).

En este trabajo se obtuvo que el 91,66% de las cepas analizadas presentaron
multirresistencia. El mayor porcentaje de las cepas (66,66%) mostro resistencia a dos y
tres familias de antimicrobianos, hecho que refleja un patrén complejo de resistencia en

las cepas aisladas del centro hospitalario (figura 3).

66,66%
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40,00% 25.00%
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10,00%

0,00%
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MNUMers de ramiliag de antimicrobplanos

Figura 3. Distribucion porcentual de las de cepas de Klebsiella spp, segun la
resistencia asociada.

El género Klebsiella no habia sido considerado como una especie patogena
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para el hombre, sin embargo, en los ultimos afios, quizds debido al mal uso de
antibioticos y al empleo de procedimientos diagndsticos mas agresivos, su papel
como agente etioldgico responsable de patologias inespecificas ha ido en aumento,
sobre todo en el ambito intrahospitalario (Byarugaba, 2004). El Programa
Venezolano de Vigilancia de la Resistencia Bacteriana, para el afio 2005, registr6 un
significativo aumento en los porcentajes de resistencia frente a varias clases de
antimicrobianos en este género, sobre todo, en los aislados de origen

intrahospitalario (Valenzuela et al., 2005).

Existen diversos factores que contribuyen al aumento de la resistencia
bacteriana contra los antimicrobianos, entre los mas comunes se encuentran el uso
indiscriminado de los mismos, el mal uso de sustancias antisépticas, la
hospitalizacion prolongada, la utilizacion de procedimientos y dispositivos
invasivos permanentes, aumento de la poblacion de alto riesgo, la aparicion de
cepas resistentes en los hospitales y la falta de monitoreo de brotes ocasionados por

dichas cepas (Crespo, 2005).

Garcia et al. (2009) demostraron en su investigacion, susceptibilidad
antimicrobiana in vitro de enterobacterias intrahospitalarias aisladas de pacientes
recluidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio Alcald”, que K.
pneumoniae ocupo el primer lugar de aislamiento con un 51,85%. La resistencia
observada in vitro en las cepas revelo la existencia de patrones de resistencia

complejos.

El estudio de la susceptibilidad antimicrobiana reveld patrones variados de
resistencia (tabla 2). Los fenotipos se establecieron teniendo en cuenta la resistencia
asociada a los diferentes tipos de antimicrobianos por parte de cada una de las cepas, los
cuales se designaron forma arbitraria, con letras del alfabeto. Alli se observa que todos

los fenotipos mostraron resistencia a cefalosporinas de tercera generacion.
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Tabla 2. Caracteristicas fenotipicas de las cepas de Klebsiella spp, aisladas de
pacientes con infeccion intrahospitalaria en diferentes areas del Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcald” Cumana, Estado Sucre.

Cepas Resistencia BLEE Fenotipo de resistencia
04* CAZ CTX GEN SXT + A
05* CAZ CTX SXT CL + B
07* CAZ CTX CL + C
08* CAZ CTX SXT CL CIP GEN + D
09* CAZ CTX GEN + E
14%* CAZ CTX SXT CL + B
20* CAZ CTX CL + C
22% CAZ CTX SXT CL CIP GEN AK + F
24%* CAZ CTX + G
27* CAZ CTX CL + C
33* CAZ CTX SXT CL GEN + H
34 CAZ CTX SXT CL + B

CAZ: Ceftazidima, CTX: Cefotaxima, GEN: Gentamicina, AK: Amikacina. STX: Trimetoprim-
sulfametoxazol, CL: Cloranfenicol, CIP: Ciprofloxacina. BLEE: Beta-lactamasas de espectro expandido. *
K. pneumoniae, ** K. oxytoca.

Al asociar la resistencia presentada por cada cepa con los antecedentes
epidemioldgicos y clinicos de la tabla 1, se encontré que las cepas presentaron
resistencia a algunos de los antimicrobianos que estaban siendo empleados como opcion

terapéutica, hecho que pone de manifiesto que la presion selectiva generada por el uso
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de antimicrobianos trae como consecuencia un fracaso terapéutico, debido a la seleccion

de mecanismos de resistencia.

En el estudio también se observaron cepas que presentaron multirresistencia, pero
los pacientes de donde se aislaron no estaban recibiendo tratamiento antimicrobiano y
tenian poco tiempo de hospitalizacion, tal es el caso de las cepas 08, 09 y 20. Al
respecto, se puede inferir que los pacientes pudieron adquirir las cepas del ambiente
hospitalario, ya que la presion selectiva generada en el centro hospitalario es constante y

siempre esta presente por el uso de los antimicrobianos como tratamiento.

Los antibidticos a los cuales el mayor porcentaje de resistencia las cepas mostraron
fueron los B-lactamicos, resultando el 100% de éstas productoras de B-lactamasas de
espectro expandido (BLEE). Las infecciones causadas por cepas productoras de BLEE
constituyen un importante problema de salud publica, debido a la multirresistencia
usualmente asociada, sus implicaciones en brotes intrahospitalarios y su tendencia a
incrementarse y diseminarse rapidamente (Podschun y Ullmann, 1998; Bradford, 2001;
Silva et al., 2001). Los altos indices de BLEE son marcadores clinicos importantes, y el
conocimiento de su incidencia puede conducir a la toma de decisiones para intervenir y
prevenir las altas tasas de morbimortalidad que dichas cepas pueden ocasionar en los

pacientes hospitalizados (Medeiros, 1997).

Las bacterias productoras de BLEE han conducido a cambios en los perfiles de
resistencia antimicrobiana de los ambientes hospitalarios y representan uno de los
mecanismos de resistencia de mayor impacto clinico asociado a plasmidos. Los
plasmidos que transportan BLEE son megaplasmidos que frecuentemente codifican
resistencia a otros antimicrobianos, tales como aminoglicosidos, cloranfenicol,
tetraciclinas y trimetoprim-sulfametoxazol (Cormican et al., 1996; Carter et al., 2000;
Paterson et al., 2001). Al respecto, en el presente estudio se observd que las cepas,
ademds de producir BLEE, algunas presentaban resistencia a CL, STX, CIP y/o

aminoglucoésidos, lo cual hace pensar en la posibilidad que alberguen plasmidos.
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Los plasmidos que codifican para la resistencia a antibioticos son los candidatos
ideales para explicar el flujo de genes entre cepas bacterianas, y comprender la
multirresistencia de las bacterias a los diversos antibioticos de uso frecuente en la clinica

(Narvaez et al., 2005).

En todas las cepas de Klebsiella spp fue posible detectar la presencia de plasmidos
(figura 4). Cabe destacar que, en este trabajo no se pudo obtener un buen rendimiento de
ADN plasmidico utilizando los protocolos estandarizados por Guzman (2006), quien
empled CTAB (Hexadecyltrimetyl-amonium bromide) al 10,00%, para degradar la
capsula polisacarida presente en las cepas de Klebsiella spp, razon por la cual se agregd
lisozima (10,00 mg ml™) (Sigma) como paso adicional al protocolo establecido, junto
con la solucién I, con el proposito de aumentar el rendimiento y la calidad del ADN

plasmidico.

El perfil plasmidico de cada una de las cepas se asigné arbitrariamente en nimeros
romanos, tomando en cuenta el nimero y tamafio de las bandas plasmidicas presentes en
las mismas. Los resultados del andlisis, revelaron que todas las cepas presentaron una
banda comun de mas de 12 000 pb, aproximadamente. Considerando que cada banda
corresponde a una molécula plasmidica o plasmido, se encontrd que el 58,33% de las
cepas (05, 07, 08, 14, 24, 27 y 33) presentaron una banda, asi como el mismo perfil
plasmidico (I), mientras que el 41,66% de las cepas restantes (04, 09, 20, 22 y 34),
presentaron mas de una banda, en un rango de dos hasta cinco moléculas plasmidicas y
diferentes perfiles plasmidicos (II, III, IV, VI). De igual forma, se puede apreciar la
presencia de bandas de bajo peso molecular, que oscilan desde 6 000 pb hasta 2 000 pb,

aproximadamente.
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Figura 4. Perfil plasmidico de las cepas de Klebsiella spp, aisladas de pacientes

atendidos en diferentes areas del Hospital Universitario “Antonio Patricio Alcala”.A.
Carriles del 1 al 8: M: marcador de peso molecular 1 Kb ADN Ladder, 2:cepa 04, 3:cepa 05, 4:cepa
07, S:cepa 08, 6:cepa 09, 7:cepa 14, 8:control positivo. B. Carriles del 1 al 7: M: marcador de peso
molecular 1 Kb ADN Ladder, 2:cepa 20, 3:cepa 22, 4:cepa 24, 5:cepa 27, 6:cepa 33, 7:cepa 34.

Los resultados del andlisis sugieren la presencia de plasmidos de alto peso
molecular en las cepas estudiadas, e indican la posibilidad de que exista un plasmido en
comun circulando entre las cepas de Klebsiella spp aisladas de las diferentes areas del
hospital, sin embargo, hay que considerar el hecho de que en una electroforesis
convencional, el poder de migracion de los plasmidos se encuentra limitado en
moléculas de elevado peso molecular. Esta explicacion justifica que en los geles de
agarosa las bandas, con diferente peso molecular, migren hasta una distancia
determinada, las cuales, al ser observadas, parecieran ser las mismas, aspecto que debe

ser considerado al analizar el perfil plasmidico.
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El analisis sugiere que los plasmidos observados en las cepas 05, 07, 08, 14, 24, 27
y 33, pudieran tratarse de un mismo plasmido, de pldsmidos diferentes que comparten
tamafio, o de cepas relacionadas clonalmente, exceptuando la cepa 14 quien comparte
banda plasmidica, pero es una K. oxytoca. De todos los aspectos mencionados, el tltimo
es el menos probable, ya que cepas relacionadas clonalmente no necesariamente deben

poseer los mismos plasmidos.

Los plasmidos presentes en las cepas 05, 07, 08, 14, 24, 27 y 33, son los
candidatos para considerarse plasmidos conjugativos, quienes, tienen mayor
probabilidad de portar los genes tra, los cuales son los responsable de la transferencia
plasmidica. Al respecto, Silva (2009), demostro la transferencia plasmidica in vitro en la

cepa 33.

En cuanto a los plasmidos de bajo peso molecular presentes en las cepas,
posiblemente por su tamafio, sean plasmidos movilizables que puedan transferirse
conjuntamente con plasmidos conjugativos presentes en las cepas residentes de ambiente

hospitalario.

El hallazgo de plasmidos representa un problema clinico importante en el centro
hospitalario, ya que es conocido que los plasmidos son los principales responsables de la
diseminacion de los determinantes de resistencia bacteriana. En el area clinica, es de
interés epidemiologico conocer el andlisis del perfil plasmidico y perfil de restriccion en
bacterias aisladas de diferentes ambientes, ya que estas moléculas extracromosomales de
elevado peso molecular pueden portar genes que codifican para diversos determinantes
de resistencia. Conjuntamente con una evaluacion epidemioldgica y molecular de las
enfermedades infecciosas intrahospitalarias, se puede determinar la relacion que existe
entre cepas. Toda la informacion obtenida del estudio plasmidico es muy Ttil, sobre todo
cuando se producen brotes epidémicos causados por cepas multirresistentes, porque

permiten identificar la fuente de contaminacion o reservorio, los vehiculos de
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transmision y evaluar la eficacia de las medidas de control, asi como diferenciar entre
una infeccion y/o recidiva en el ambiente hospitalario (Iafiez, 1997; Torres et al., 1999;

Calderdn y Yagui, 2002; Torres et al., 2002; Alonso et al., 2005; Narvaez et al., 2005).

Narvaez et al. (2005) realizaron un estudio con la finalidad de caracterizar
plasmidos de resistencia a antibioticos en aislados intrahospitalarios del Hospital
Universitario de Caracas. El género Klebsiella fue el microorganismo que se aislo con
mayor frecuencia (56,60%). En todas las cepas se logr6é detectar la presencia de

plasmidos de elevado peso molecular de diferentes tamafios.

Torres et al. (2006) realizaron un estudio con el proposito de determinar la
frecuencia de los distintos tipos de BLEE, en ocho centros de salud del area
Metropolitana de Caracas, alli encontraron que el 47,30% de las cepas aisladas
pertenecian al género Klebsiella y poseian un perfil de resistencia complejo. En estas
cepas se demostré que los genes que codificaban a las BLEE estaban asociados a
plasmidos conjugativos de elevado peso molecular. Por su parte, Redondo y Alonso
(2007), en Caracas, demostraron la presencia de moléculas plasmidicas de alto peso
molecular en cepas de K. pneumoniae, ademas comprobaron la diseminacion de los

plasmidos en las mismas.

Por su parte, Redondo y Alonso (2007), en su estudio caracterizacion de plasmidos
conjugativos en cepas de E. coli y K. pneumoniae multirresistentes, aisladas de pacientes
hospitalizados en cuatro centros de salud del &area metropolitana de Caracas,
demostraron la presencia de moléculas plasmidicas de alto peso molecular en 15 cepas
de K. pneumoniae seleccionadas para dicho estudio, ademas, comprobaron la

diseminacion de los plasmidos en las mismas.
En la tabla 3 se muestra el perfil plasmidico, los fenotipos de resistencia y las areas

de donde fueron aisladas las cepas, en ella se puede observar que las cepas 04, 09 y 22,

procedentes de retén, medicina A y UCI, presentaron una banda de 3 500 pb, la cual se
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visualizd asociada a una banda de 10 000 pb, aproximadamente, presente en las cepas 09

y 22.

Tabla 3. Caracterizacion fenotipica de las cepas de Klebsiella spp, aisladas de pacientes
con infeccion intrahospitalaria en las diferentes areas del Hospital Universitario
“Antonio Patricio Alcala” Cumana, Estado Sucre.

Cepa Area Frzgiosgciepnoci?;\e BLEE Perfil plasmidico
04* Retén A + II
05* Retén B + I
07* UCI C + I
08* Medicina A D + I
09* Medicina A E + I
14%* Pediatria A B + I
20% Medicina C C + v
22% UCI F " \Y
24* ucClI G + I
27* Retén C + I
33* Retén H + I
34%* UCI B + VI

*K. pneumoniae,**K. oxytoca. UCI: Unidad de Cuidados Intensivos. BLEE: Beta-lactamasas de espectro
expandido.

Los resultados revelaron que las cepas aisladas de los diferentes servicios médicos
comparten bandas plasmidicas lo que podria indicar la permanencia y diseminacién de

plasmidos entre las diferentes areas del mismo centro hospitalario.

La capacidad de transferencia plasmidica en las cepas 09 y 22 fue demostrada por
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Silva (2009), hallazgo que soporta la hipotesis, de que los plasmidos de elevado peso
molecular son los elementos ideales para asegurar la diseminacion plasmidica, sin
embargo, debido a que ain no se ha realizado el aislamiento de los pldsmidos en las
cepas transconjugantes 09 y 22, no se puede corroborar que existe movilizacion de los
plasmidos de bajo peso molecular entre las cepas, no obstante, hay que tener presente
que los acontecimientos que ocurren in Vivo no son siempre los que ocurren in Vitro,
debido a que muchos factores como el pH de los medios, condiciones de incubacion,

entre otros, juegan un papel fundamental en el proceso de conjugacion.

Andrade et al. (2004) -caracterizaron molecularmente aislamientos de K.
pneumoniae productoras de BLEE, obtenidos de pacientes pediatricos y personal de
salud, en la unidad de cuidados intensivos de un hospital de tercer nivel de atencién en la
Ciudad de México. En dicho estudio se identificaron diferentes tipos de plasmidos en
cepas relacionadas clonalmente. Por su parte, Damjanova et al. (2007), en un estudio
epidemioldgico molecular, realizado en cinco unidades de cuidados intensivos
neonatales de hospitales hingaros, demostraron la existencia de brotes epidémicos
producidos por cepas de Klebsiella spp multirresistentes, las cuales albergaban
plasmidos de diferentes tamafios moleculares que oscilaban entre los 2 200 pb y 228 000

pb.

Es notoria la variabilidad en la resistencia presentada por los distintos
aislamientos, solo se observo en tres casos, el fenotipo de resistencia C (CAZ, CTX,
CL), y B (CAZ, CTX, STX, CL), respectivamente. También se puede denotar que la
gran mayoria de las cepas no comparten fenotipos, pero si en su totalidad, determinantes
de resistencia para los betalactamicos, especificamente, para las cefalosporinas de
tercera generacion CAZ y CTX, resistencia que puede deberse a la produccion de BLEE

observada en las cepas.

Cuando se compara el perfil de resistencia con el perfil plasmidico de cada cepa,

se visualizo que las cepas 07 y 27 presentan el mismo fenotipo de resistencia (C), y el
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mismo perfil plasmidico (I), en este caso pudiera tratarse de un mismo plasmido, sin
embargo, la cepa 20 presenta el mismo patron fenotipico que 07 y 27, pero solo
comparte la molécula de mas 12 000 pb. Por otra parte, las cepa 05, 14 y 34, presentaron
el mismo fenotipo de resistencia (B), sin embargo, la cepa 34 no comparte el mismo
perfil plasmidico (VI) que 05 y 14. Los resultados planteados, inducen a concluir que no
existe una relacion entre el perfil plasmidico y el perfil de resistencia de las cepas,
debido a la variabilidad observada, desde el punto de vista epidemiologico, con los
resultados obtenidos no se podria concluir sobre la relacion clonal entre las cepas
estudiadas mediante antibiograma y perfil plasmidico, ya que estos métodos tienen bajo
poder de discriminacion. Cabe destacar que resultados similares de antibiograma no

necesariamente indica que se trate de la misma cepa o viceversa.

Todas las cepas presentaban determinantes de resistencia para CAZ y CTX, eran
productoras de BLEE y compartian la banda plasmidica de mas de 12 000 pb. Este
aspecto es muy importante, debido a que generalmente las enzimas tipo BLEE estan
codificadas en plasmidos de elevado peso molecular, los cuales tienen la potencialidad
de provocar una transmision horizontal de la resistencia, creando problemas

epidemioldgicos importantes en los ambientes hospitalarios (Paterson et al., 2001).

Al respecto, hay que tener en cuenta de que no todos los plasmidos presentes en las
cepas bacterianas son plasmidos de resistencia, también pueden encontrarse plasmidos que
portan determinantes de patogenicidad, factores de virulencia, relacionados con el

metabolismo o plasmidos sin genes bacterianos (Kado, 1998; Alonso et al., 2000b).

En K. pneumoniae, la multirresistencia suele asociarse con mayor frecuencia a la
expresion de genes presentes en plasmidos, en transposones o en integrones, con varios
genes de resistencia simultaneamente en el mismo elemento genético (Moland et al.,
2002). Los plasmidos son los elementos claves en la transmision horizontal de la
informacion genética. Son capaces de propagar rapidamente las resistencias a los

antibioticos entre los miembros de una misma o diferente especie (Bryan, 1989; Ayres
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et al., 1995). La transferencia de genes entre especies bacterianas relacionadas
filogenéticamente es un proceso generalizado en el mundo microbiano, ademas, se trata
de uno de los mecanismos mas importantes relacionados con la evolucion de los
genomas y, la aparicion de nuevos caracteres dentro de una especie (Yoneyama y

Katsumata, 2006; Portale y Silva, 2008).

La presencia de plasmidos conjugativos que portan genes que codificantes de
BLEE, pueden permitir la diseminacion de la resistencia a otros patégenos, la cual se ha
demostrado, debido a que se han encontrado enzimas tipo BLEE en cepas
intrahospitalarias de Escherichia coli, Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa,
Citrobacter freundii y Enterobacter aerogenes (Paterson et al., 2001; Melano et al.,
2003; Pitout et al., 2003).

Al respecto, la transferencia de determinantes de resistencia en las cepas 09, 22 y
33 fue comprobada por Silva (2009), quién reporté una frecuencia de conjugacion de
10* transconjugantes por célula donante, y produccién de BLEE en las cepas
transconjugantes. Asi mismo, Sanchez et al. (2006), en Chile, demostraron la
transferencia horizontal de determinantes de resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion, aminoglucésidos y aztreonam en cepas de K. pneumoniae. También, Portale
y Silva (2008), reportaron cepas de E. coli y K. pneumoniae multirresistentes
productoras de BLEE, en el Hospital Universitario de Caracas, cuyos determinantes de

resistencia fueron detectados en plasmidos conjugativos.

A nivel local, Guzméan (2006), demostré la presencia de plasmidos conjugativos
en cepas de K. pneumoniae, provenientes de las diferentes areas de hospitalizacion del
Hospital Universitario “Antonio Patricio Alcald”, el 83,00% de éstas, presentd
plasmidos conjugativos de elevado peso molecular, los cuales eran portadores de genes

de resistencia para -lactamicos, aminoglucésidos y cloranfenicol.

La presencia de plasmidos en el mencionado centro hospitalario sugiere que estos
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elementos, portadores de genes que codifican para resistencia a varios antimicrobianos,
se encuentran presentes en las diferentes areas del HUAPA, lo que representa un
problema epidemioldgico importante, ya que poblaciones sensibles, relacionadas o no

filogenéticamente, puedan convertirse rapidamente en cepas multirresistentes.
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CONCLUSIONES

Las cepas de Klebsiella spp, aisladas del Hospital Universitario “Antonio Patricio
Alcala”, reflejaron un patréon complejo de resistencia, involucrando al menos dos o mas

familias de antimicrobianos.

Todas las cepas fueron resistentes a los P-lactamicos, especificamente a las
cefalosporinas de tercera generacion, cuya resistencia estd mediada, al menos, por la

produccion de betalactamasas de espectro expandido.
En todas las cepas de Klebsiella spp, se aislaron plasmidos, presentando la

mayoria una banda plasmidica de mas de 12 000 pb, aproximadamente, la cual fue

comun en todas las cepas.
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RECOMENDACIONES

Fomentar el uso y seleccion adecuada de los agentes antimicrobianos, debido a

que es el recurso mas eficaz para combatir las infecciones intrahospitalarias.

Concientizar al personal de salud para que aplique normas higiénicas antes y

después de examinar a los pacientes.
Continuar con estudios dirigidos a realizar el perfil de restriccion plasmidico a las
cepas, ya que es un método eficaz y confiable para poder diferenciar a las moléculas

plasmidicas.

Identificar en las moléculas plasmidicas genes codificadores de resistencia a -

lactdmicos, aminoglucosidos, quinolonas, entre otros.
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