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RESUMEN

Con el propdsito de identificar molecularmente la presencia de genes codificadores de
enzimas B-lactamasas tipo TEM, SHV y CTX-M, se estudiaron 20 cepas bacterianas
identificadas como Klebsiella pneumoniae, aisladas de diferentes areas del Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, en Cumana, estado Sucre. La
susceptibilidad a los PB-lactamicos y la produccion de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) se realiz6 siguiendo los lineamientos establecidos por el Instituto
Estandar de Laboratorios Clinicos (2008). La deteccion de genes codificadores de
BLEE se realiz6 por medio de la técnica de reaccidon en cadena de la polimerasa. El
estudio de la susceptibilidad mostré que el 90,00% de las cepas estudiadas fue
resistente a ceftazidima y aztreonam, y 65,00% a cefotaxima y ceftriazona, mientras
que a piperacilina/tazobactam y cefepima, mostraron un porcentaje de resistencia de
un 25,00% y 20,00%, respectivamente. La frecuencia de cepas productoras de BLEE
fue de 90,00%. Un 70,00% de los aislados mostrd la presencia de los genes blasyyy
blartem, s6lo en un 15,00% se detectd la presencia de los tres genes (blasny, blarem y
blactx.m) simultdneamente, a su vez se revelod la presencia del gen blasyy en un
10,00% y en un 5,00% mostrd los genes blasyy y blacrx-m. La presencia de cepas de
Klebsiella pneumoniae productoras de enzimas B-lactamasas representan un riesgo
para el centro hospitalario, ya que este mecanismo de resistencia puede diseminarse
hacia otros géneros e incluso a otras familias, comprometiéndose el éxito terapéutico
que pudieran tener las cefalosporinas de tercera generacion, aztreonam y cefepima.

Palabra y/o Frases Claves: Klebsiella pneumoniae, B-lactamasas de espectro
extendido, Cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, Reaccion en cadena de la
polimerasa.



INTRODUCCION

Las infecciones intrahospitalarias causadas por bacterias resistentes a los
antimicrobianos constituyen un problema de salud publica de cardcter mundial que se ha
agudizado, en los ultimos afos, en los diferentes centros hospitalarios, reflejandose con
mayor incidencia en las areas de hospitalizacion, especialmente, en las unidades de
cuidados intensivos, situacion que se ve reflejada en los altos costos hospitalarios,
complicaciones médicas y en las tasas de morbilidad y mortalidad (Livermore et al.,

2007).

El uso indiscriminado e inadecuado de los antimicrobianos en los centros
hospitalarios ha conllevado a la aparicion de bacterias patdgenas resistentes y, por
consiguiente, a la desaparicion de cepas sensibles, razon por la cual, las bacterias que se
aislan normalmente de pacientes hospitalizados presentan, con frecuencia, resistencia a

diferentes tipos de antimicrobianos (Gobernado, 2005).

Un gran nimero de especies de la familia FEnterobacteriaceae presentan
variabilidad en sus patrones de resistencia, condicidbn que es generada por la
transferencia de genes que se encuentran codificados en elementos genéticos como
plasmidos conjugativos, transposones e integrones, condicion que facilita su
diseminacion, no solo entre cepas de la misma especie, sino también entre bacterias de

distintos géneros y grupos (Garcia, 2008).

Los B-lactamicos, por ser altamente eficaces, tener baja toxicidad y ser de
amplio espectro, son los antimicrobianos de primera linea empleados en el
tratamiento de las infecciones intrahospitalarias causadas por bacilos Gram
negativos; sin embargo, la efectividad de los mismos ha sido afectada por los
distintos mecanismos de resistencia adquiridos por las bacterias (Giamanellou, 2005;

Denton, 2007).



Los mecanismos de resistencia adquiridos y transmisibles son los mas
importantes y consisten fundamentalmente en la produccion de enzimas bacterianas
que inactivan los antibidticos. Una cepa bacteriana puede desarrollar  varios
mecanismos de resistencia frente a uno o varios antibidticos y, del mismo
modo, un antibidtico puede ser inactivado por distintos mecanismos en diversas
especies bacterianas. El intercambio de material genético entre poblaciones
bacterianas, permite la adquisicion de caracteristicas fenotipicas que originan la
aparicion de cepas bacterianas con nuevos fenotipos, lo que puede resultar
ventajoso, especialmente, si el ADN adquirido codifica resistencia a los agentes

antimicrobianos (Ariffin ef al., 2004; Byarugaba, 2004).

En las bacterias Gram negativas existen diferentes mecanismos que confieren
resistencia a este grupo de antimicrobianos, entre los mas comunes se encuentran,
alteraciones en la permeabilidad de la membrana externa, disminucion en la afinidad de
los sitios blancos de la droga o de las proteinas fijadoras de penicilinas y la produccioén

de enzimas B-lactamasas (Venezia et al., 2005).

La produccion de enzimas [-lactamasas constituye el principal mecanismo
de resistencia a los [-lactimicos expresado entre los miembros de la familia
Enterobacteriaceae, siendo Klebsiella pneumoniae uno de los patdgenos
intrahospitalarios prevalentes, capaz de resistir a la accion de un gran nimero de
antibiodticos P-lactamicos, situacion que conlleva a importantes repercusiones clinicas

y terapéuticas (Owens y Rice, 2006; Paterson, 2006).

Las p-lactamasas son un grupo complejo de enzimas con propiedades
diferenciales de acuerdo al sustrato que hidrolizan, dependiendo de la localizacion del
gen que codifica, la B-lactamasa puede ser cromosdmica o plasmidica. Las B-lactamasas
cromosOmicas son universales en una bacteria especifica, ya que forman parte del
genoma bacteriano y se mantienen presentes en bacterias de una misma especie,

mientras que las codificadas por plasmidos pueden encontrarse en diferentes especies



bacterianas, ademds, poseen la potencialidad de diseminarse mediante el proceso de
conjugacion bacteriana a cepas relacionadas o no, confiriéndole de esta manera a otros

microorganismos un perfil fenotipico de resistencia antimicrobiana multiple

(Gniadkouwski, 2001).

Las enzimas B-lactamasas han sido clasificadas en base a su punto isoeléctrico,
especificidad de sustrato y secuencia de aminoacidos, actualmente la clasificacion mas
utilizada para estas enzimas ha sido la propuesta por Bush ef al. (1995), donde se
emplean los criterios de funcionalidad clasicos con los aspectos moleculares. El grupo
2b de la clasificacion Bush, Jacoby y Medeiros, incluye a las enzimas TEM-1, TEM-2
y SHV-1, también conocidas como [-lactamasas de espectro ampliado (BLEA),
presentes generalmente en bacilos Gram negativos, las cuales, debido a mutaciones
puntuales ocurridas en su centro activo, han extendido su efecto hidrolitico a las
cefalosporinas de amplio espectro y a los monobactdmicos, dando origen a las -
lactamasas de espectro extendido (BLEE). Las BLEE, por tanto, pertenecen a la clase
molecular A de Ambler y se incluyen dentro del grupo 2be propuesto en la

clasificacion (Ambler et al., 1991; Toledo et al., 2007).

Las BLEE presentan de 1 a 4 sustituciones de aminoacidos comparados con
las enzimas originales, estas mutaciones puntuales provocan cambios en la
configuracion alrededor del sitio activo de la enzima, aumentando el espectro de
su actividad hidrolitica y reduciendo la actividad de un amplio rango de B-
lactamicos de espectro extendido, que incluyen a las cefalosporinas de tercera

generacion, al aztreonam y a cefepima, no siendo activas contra los carbapenemas

(Bradford, 2001; Rice, 2001).

Actualmente, se han descrito mas de 100 variantes de BLEE tipo TEM y SHV
(http//:www.lahey.org/studies/webt.htm), lo que da una idea de la gran diversidad
evolutiva que han sufrido estas enzimas. Otros tipos de BLEE (CTX-M, PER, GE y

OXA) han sido reportados en enterobacterias, las cuales presentan origenes diferentes y



una escasa relacion estructural con las TEM y SHV (Walsh et al., 2005; Mattar y
Martinez, 2007).

Las BLEE se caracterizan por ser inhibidas por el é4cido clavulanico (AC),
propiedad que ha permitido su deteccion fenotipica a través de la produccion de un
fendmeno sinérgico, al aproximar los discos de cefalosporinas de tercera generacion
(ceftazidima y cefotaxima) a 15 mm del AC. Aun cuando la técnica fenotipica empleada
para el tamizaje de las BLEE en los laboratorios clinicos, es la aproximacion de discos,
por ser un método rapido, econdmico y sensible para la deteccion de enterobacterias
productoras de BLEE, la confirmacion definitiva se realiza a través de técnicas
moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que permitan
identificar ampliamente los genes presentes que confieren a las bacterias resistencia a

distintos antimicrobianos (Blasquez et al., 1993; Murria et al., 2003).

Hernéndez et al. (2003) realizaron una investigacion en Espafia, con el propodsito
de determinar la produccion de BLEE en cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas de 40
hospitales ubicados en distintas areas geograficas. Los resultados mostraron que el

16,70% de las cepas fueron productoras de estas enzimas.

Espinal et al. (2004), en Colombia, reportaron un 80,00% de cepas de Klebsiella
pneumoniae productoras de BLEE, aisladas de pacientes con infeccion intrahospitalaria.
El diagnostico molecular reveld la presencia simultanea de los genes blatgm y blaspv,

resultando que el 93,30% de las cepas present6 la enzima SHV-5.

Asi mismo, Hernandez et al. (2006), en una investigacion realizada en la unidad de
terapia intensiva de un hospital de La Habana, encontraron que el 63,50% de las cepas
eran productoras de BLEE, siendo Klebsiella pneumoniae el principal microorganismo
aislado de las infecciones intrahospitalarias. Por otro lado, Mantilla et al. (2006), en
Colombia, reportaron cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas de pacientes con

infeccion intrahospitalaria portadoras del gen blacrx-m.



Araque et al. (2000), en la ciudad de Mcérida-Venezuela, realizaron un
estudio con 12 cepas de Klebsiella pneumoniae provenientes de la unidad de
cuidados intensivos del Hospital de la Universidad de los Andes. Los resultados
revelaron la presencia de un plasmido de 87 kb que porta el gen blaspy.s, el cual

codifica resistencia para cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacion.

Por su parte, Guzman et al. (2004) en estudio fenotipico realizado a cepas de
Klebsiella pneumoniae, aisladas de diferentes areas del Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcalda”, en Cumana, estado Sucre, reportaron un elevado porcentaje

(76,40%) de cepas multirresistentes productoras de BLEE.

Torres et al. (2006) realizaron la deteccion fenotipica y molecular de BLEE a
224 aislados de enterobacterias provenientes de ocho centros de salud en Caracas. El
91,10% de las cepas analizadas fueron productoras de BLEE. El analisis de
concentracion inhibitoria minima (CIM) para ceftazidima, cefotaxima, cefepima y
aztreonam mostré6 una mayor proporcion de cepas productoras de BLEE con

actividad ceftazidimasa.

Perozo y Castellano (2009) estudiaron la produccion de BLEE en cepas de
enterobacterias aisladas en el centro de referencia bacteriolégica del Hospital
Universitario de Maracaibo. Klebsiella pneumoniae fue la especie que presentd
mayor frecuencia en cuanto a la produccion de BLEE. Al correlacionar la produccion
de BLEE con el servicio de atencion del paciente, se encontré una asociacidon
estadisticamente significativa (p<0,05) entre la produccion de BLEE y la unidad de

cuidados intensivos.

La diseminacion de la resistencia antimicrobiana es considerada como un
problema creciente a nivel mundial, que trae como consecuencia limitaciones en el
tratamiento de los pacientes hospitalizados. Teniendo en consideracion, que Ia

produccion de BLEE en enterobacterias es el principal mecanismo de resistencia contra



los B-lactamicos, el presente trabajo permitira identificar, desde el punto de vista
molecular, los genes codificadores de los tipos de BLEE del grupo 2be y el espectro
hidrolitico presente en aislados intrahospitalarios de Klebsiella pneumoniae procedentes
de pacientes asistidos en diferentes areas del Hospital Universitario “Antonio Patricio de

Alcala”, de la ciudad de Cumana.



METODOLOGIA

Muestras

El presente estudio se realizd en 20 cepas bacterianas identificadas como
Klebsiella  pneumoniae, recolectadas de pacientes con diagnostico de infeccion
intrahospitalaria e indicacion de cultivo y antibiograma atendidos en las areas de cirugia,
retén, unidad de cuidados intensivos y medicina, del Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcala” (HUAPA), durante el periodo comprendido entre junio del 2003 y
marzo de 2004 (tabla 1). A cada cepa se le llend una hoja informativa donde se
representaban datos de interés (anexo 1). Para el momento del estudio, las cepas
seleccionadas se encontraban preservadas en agar Luria Bertani (LB) (Sigma, USA) en
el laboratorio de Bacteriologia Molecular del Departamento de Bioandlisis, en la

Universidad de Oriente, nucleo de Sucre.

Reactivacion de las cepas

A partir del agar LB, se procedio a inocular las cepas en 2 ml de caldo LB a 37°C,
durante un periodo de 18 a 24 horas en aerobiosis, posteriormente, se sembraron en agar
MacConkey (AMC) (Himedia, India) con la finalidad de verificar la pureza y observar
las caracteristicas macroscopicas de las colonias, asi como también, los cambios
producidos en el mismo, el cual refleja la fermentacién o no de la lactosa por parte de

algunos microorganismos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae.

Confirmacion bacteriologica

El género y la especie se confirmaron mediante el protocolo de identificacion
convencional para enterobacterias (Koneman et al, 2008), incluyendo las siguientes
pruebas bioquimicas: fermentacion de azucares (medio Kligler), utilizacioén del citrato
(medio citrato de Simmon), produccion de la enzima ureasa (agua peptonada), via de
fermentacion de la glucosa (caldo rojo de metilo-Voges Proskauer), motilidad,
produccion de indol, descarboxilacion de la ornitina (agar MIO) y descarboxilacion de

la lisina (caldo lisina).



Tabla 1. Caracteristicas de los aislados de Klebsiella pneumoniae, obtenidos en
diferentes areas de hospitalizacion del Hospital Universitario “Antonio Patricio de

Alcald”, junio 2003 - marzo 2004.

Cepa  Género Estadia Muestra Terapia Previa Servicio
(Dias)

01 F 48 Sangre AMK, TCY, GEN, CAZ UcCl
02 F 41 Sangre AMK, GEN, CAZ UCI
03 M 39 Sangre Ninguno UcClI
04 F 18 Secrecion Ninguno Cirugia
05 M 28 Secrecion AMK, GEN UCI
06 F 37 Secrecion Ninguno Retén
07 M 45 Orina AMK, TCY, CIP UCI
08 F 53 Sangre AMK, TCY, IPM UClI
09 F 27 Sangre AMK, GEN, CAZ UcCl
10 M 64 Sangre AMK, TCY, IPM UCI
11 M 46 Sangre AMK, GEN, CAZ UClI
12 F 35 Secrecion AMK, GEN Cirugia
13 M 32 Secrecion AMK, GEN, CAZ UCI
14 F 47 Secrecion AMK, GEN, CAZ Cirugia
15 M 59 Sangre AMK, GEN, IPM UCI
16 F 61 Secrecion AMK, GEN, CAZ Medicina
17 M 54 Secrecion AMK,GEN, CAZ UCI
18 F 24 Secrecion AMK, GEN, CAZ UCI
19 M 34 Orina GEN, CAZ Medicina
20 F 12 Sangre Ninguno Retén

M: masculino, F: femenino, AMK: amikacina, TCY: tetraciclina, GEN: gentamicina, CAZ: ceftazidima,
CIP: ciprofloxacina, IPM: imipenen, UCI: unidad de cuidados intensivos.

Susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad antimicrobiana se realizd6 mediante el método de difusion del

disco (Bauer et al., 1966), y siguiendo los lineamientos para enterobacterias propuestos

por el Instituto Estandar de Laboratorios Clinicos, del inglés “Clinical and Laboratory



Standard Institute” (CLSI, 2008). Para ello, se prepard una suspension bacteriana de la
cepa en 4,5 ml de solucion salina fisioldgica, a partir de un crecimiento de 18
horas sembrado en agar tripticasa de soya (ATS), ajustado al patron de 0,5 en la escala
de MacFarland, correspondiente a 1,50 x 10® unidades formadoras de colonias (UFC)
por mililitro. Una vez que se obtuvo la turbidez respectiva, se impregné un hisopo
estéril en la suspension y se disemind uniformemente sobre la superficie del agar
Mueller Hinton (Himedia, India) contenido en placas de Petri, se dejo secar por 5
minutos y se procedid a colocar los discos de los siguientes agentes antimicrobianos:
cefotaxima (30 pg), ceftadizima (30 pg), ceftriazona (30 pg), aztreonam (30 pg),
cefepima (30 ug) y piperaciclina-tazobactam (100/10 pg), todos marca OXOID. Las
placas fueron incubadas a 37°C, durante 18 horas, en ambiente de aerobiosis Yy,
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 criterios de interpretacion en la tabla del CLSI (2008), y se reportaron las
categorias de acuerdo a los resultados obtenidos como sensible, intermedio y resistente

(Crespo, 2002).

Deteccion fenotipica de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

La deteccion de BLEE se realiz6 mediante la técnica de sinergismo de doble disco,
propuesta por Jarlier ef al. (1988) y siguiendo los lineamientos establecidos por el CLSI
(2008), M100-S18 (M2). Se procedi6 a inocular una placa de agar Mueller Hinton con
una suspension bacteriana preparada en 4,5 ml de solucion salina fisioldgica y ajustada
al patron 0,5 de MacFarland. Luego, se colocé en el centro de la placa un disco de
amoxicilina-acido clavulanico (20/10 pg), posteriormente, se colocaron discos de
cefotaxima (30 pg), y ceftazidima (30 pg), a una distancia lineal de 15 mm del disco de
acido clavuldnico. La presencia de un efecto sinérgico entre alguna de las cefalosporinas

de tercera generacion y el acido clavulanico, se interpretd como produccion de BLEE.



Deteccion de los genes blargm, blasuy y blacrx-m

Extraccion de ADN

La extraccion del ADN total se realiz6 por el método de lisis bacteriana, propuesto
por Levesqué et al. (1995), para ello se tomaron 200 pl de un cultivo bacteriano, crecido
durante 18 horas en caldo LB a 37°C y se mezclaron en un tubo Eppendorf con 800 pul de
agua estéril, posteriormente, la suspension se dejo hervir durante 15 minutos y luego se
centrifug6 a 12 000 g durante 2 minutos. El sobrenadante con el contenido de ADN total

se guardo a -20°C hasta su uso.

Amplificacion de los genes que codifican f-lactamasas de espectro extendido tipo 2be
(TEM, SHV y CTX-M)

La presencia de los genes blarpm, blasyv y blactx-m se determind mediante la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), empleando juegos de

oligonucleotidos especificos para cada gen.

Para cada reaccion de PCR se emplearon 25 pl de mezcla de PCR, la cual
contenia: 12,50 pl de la polimerasa LPU (2X, Fundaim), que contiene desoxinucleotidos
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP) para una concentracién final de 200 pmol I''; la
enzima Tag ADN polimerasa, para una concentracion final de 25 U ml”, cloruro de
magnesio (MgCl,), para una concentracion final de 1,50 mmol 17, 2,50 ul de cada uno
de los oligonucledtidos especificos, para una concentracion final de 0,40 mmol I, 2
pul del ADN molde y 5,50 pl de agua purificada estéril en cada caso (Guzman,
2006).

Genes blasyy

La amplificacion de los genes blasyy se realizd empleando el siguiente par
de oligonucleotidos, SHV-F: 5°-ATG CGT TAT ATT CGC CTG TG-3'y SHV-R: 5°-
CGT TTC CCA GCG GTC AAG G-3', que permitieron amplificar un producto de 471
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pb (Brisse y Verhoef, 2001). Este par de oligonucledtidos hibridan en las posiciones 1 a
20 (SHV-F) de la cadena 3'—>5" y 489 a 471 (SHV-R) de la cadena 5'— 3°del gen
blasivi>. Numero de acceso en GenBank AY293070.

Las condiciones de reaccion empleadas fueron las siguientes: 94°C por 5 minutos,
30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, con una

extension final de 72°C por 10 minutos (Brisse y Verhoef, 2001).

Genes blargy

Los genes blargy se identificaron utilizando los siguientes oligonucledtidos TEM-
F: 5-ATG AGT ATT CAA CAT TTC CG-3" y TEM-R: 5'-CCA ATG CTT AAT CAG
TGA GG-3°, los cuales permitieron amplificar un producto de 867 pb (Eckert et al.,
2004). Este par de oligonucleodtidos hibridan en las posiciones 181 a 201 de la cadena
3'>5" (TEM-F) y 1040 a 1020 de la cadena 5°'—>3" (TEM-R) del gen blargm. Nimero
de acceso en GenBank AY394610.

Las condiciones de reaccion empleadas fueron las siguientes: 95°C por 5 minutos
durante 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 58°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto, con

una extension final de 72°C por 10 minutos (Eckert et al., 2004).

Genes blacry-u
Los oligonucleétidos empleados para identificar los genes blacrx-m fueron CTX-
M/F: 5-TTT GCG ATG TGC AGT ACC AG-3" y CTX-M/R: 5-GAT ATC GTT
GGT GGT GCC AT-3", que permitieron amplificar un producto de 544 pb
(Eldestein et al., 2003). Este par de oligonucledtidos hibridan en las posiciones 205 a
227 (CTX-M/F) de la cadena 3'—>5" y 748 a 727 (CTX-M/R) de la cadena 5°—3" del
gen blactx-m. Numero de acceso en GenBank AY293071.
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Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: 94°C por 5 minutos
durante 35 ciclos de 94°C por un minuto, 60°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto, con

una extension final de 72°C por 10 minutos (Eldestein et al., 2003).

Electroforesis

Los productos de la PCR amplificados se visualizaron mediante una corrida
electroforética. Para esto, se prepard un gel de agarosa a una concentracion de 1,50% en
buffer TBE 1X (Stock 10X: tris base 0,89 mol I, 4cido bérico 0,89 pmol ', EDTA
0,02 mol 17). Este buffer se utiliz6 ademas en la realizacién de las migraciones
electroforéticas (60 voltios durante una hora, aproximadamente) de los productos

amplificados.

Para evaluar el tamaio del fragmento de ADN amplificado, se utilizé el marcador
ADN Ladder (GeneRuler™) de 10 000 pb de longitud. A continuacion, los geles fueron
coloreados con una solucion de bromuro de etidio 0,50 pug ml™, durante 10 minutos y el
exceso se elimind lavando con agua durante unos segundos. Los productos amplificados
se revelaron en el gel mediante la observacion a través de un transiluminador de luz

ultravioleta (UVP) para finalmente ser fotografiados con una camara digital.

Control de calidad

Como control negativo para todas las reacciones de PCR, se emple6 un lisado
celular de la cepa Escherichia coli J62-2, la cual no presenta los genes blasyy, blatepm ni
blacrx-v. Un segundo control negativo consistid en mezclar todos los componentes
requeridos para la amplificacion pero sin ADN molde, utilizando agua purificada para

completar el volumen (control de reactivos).

El control positivo utilizado en las reacciones de PCR para la busqueda de los
genes blasyy y blatpm fue un lisado de la cepa ATCC 700603, la cual presenta las 3-
lactamasas SHV-18 y TEM-1. Y como control positivo de los genes blactx-m se empled

un lisado celular de la cepa Escherichia coli 2944NR, la cual presenta una B-lactamasa
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tipo CTX-M-1, donada gentilmente por el Licenciado Luis Torres (Escuela de

Bioanalisis UCV).
Analisis Estadistico

Los datos obtenidos fueron tratados a través de un analisis porcentual y expresados

en tablas y figuras (Dawson y Robert, 1997).
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RESULTADOS

En la figura 1 se muestran los porcentajes de resistencia obtenidos en cepas
intrahospitalarias de Klebsiella pneumoniae frente a los antimicrobianos ensayados, el
90,00% resulto resistente a aztreonam (ATM) y ceftazidima (CAZ). Un 65,00% mostrd
resistencia a ceftriazona (CRO) y cefotaxima (CTX). Por otro lado, se observo un
25,00% de resistencia contra piperacilina/tazobactan (TZP) y 20,00% para cefepima
(FEP).
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Figura 1. Porcentaje de resistencia a B-lactdmicos en cepas de Klebsiella
pneumoniae aisladas en pacientes con infeccion intrahospitalaria. ATM: aztreonam,
CAZ: ceftazidima, CRO: ceftriazona, CTX: cefotaxima, TZP: piperacilina/tazobactan

FEP: cefepima.

La tabla 2 muestra el perfil de resistencia de cada cepa luego del anélisis de los
resultados  de susceptibilidad antimicrobiana, indicando que 18 de 20 aislados
presentaron resistencia simultdnea a aztreonam Yy ceftazidima, cinco (5), fueron

resistentes adicionalmente a piperacilina/tazobactan y cuatro (4) a cefepima. Por su
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parte, las cepas Kp 04 y Kp 12 no presentaron resistencia frente a ninguno de los

antibioticos ensayados.

Tabla 2. Resistencia a B-lactdmicos y produccion de B-lactamasas de espectro extendido
en cepas de Klebsiella pneumoniae, provenientes de pacientes con infeccion
intrahospitalaria, recluidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”.

Cepas Perfil de resistencia BLEE
01 ATM, CAZ +
02 ATM, CAZ +
03 ATM, CAZ +
04 e -
05 ATM, CAZ, CTX, CRO +
06 ATM, CAZ +
07 ATM, CAZ, CTX, CRO +
08 ATM, CAZ +
09 TZP, ATM, CAZ, CTX, CRO, FEP +
10 TZP, ATM, CAZ, CTX, CRO +
11 TZP, ATM, CAZ, CTX, CRO, FEP +
12 e -
13 TZP, ATM, CAZ, CTX, CRO, FEP +
14 ATM, CAZ, CTX, CRO +
15 TZP, ATM, CAZ, CTX, CRO, FEP +
16 ATM, CAZ, CTX, CRO +
17 ATM, CAZ, CTX, CRO +
18 ATM, CAZ, CTX, CRO +
19 ATM, CAZ, CTX, CRO +
20 ATM, CAZ, CTX, CRO +

ATM: aztreonam, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, CRO: ceftriazona, TZP: piperacilina/tazobactan,
FEP: cefepima, BLEE: B-lactamasas de espectro extendido.

El método de sinergismo del doble disco reveldo que el 90,00% de las cepas

estudiadas, fueron productoras de -lactamasas de espectro extendido (tabla 2).
La deteccion molecular de los genes blasyv, blatemy blacrx-wm, reveld la presencia

del gen blasyy en los veinte aislados de Klebsiella pneumoniae. E1 gen blartem

estuvo presente en 17 cepas y el gen blactxm en 4 cepas (figuras 2, 3,4y 5).
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Figura 2. Distribucion de genes codificadores de enzimas [B-lactamasas de
espectro extendido, detectados en las cepas de Klebsiella pneumoniae, aisladas de
pacientes con infeccidn intrahospitalaria, recluidos en el Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcala”. blasuy: B-lactamasas de espectro extendido tipo SHV,
blarpm: B-lactamasas de espectro extendido tipo TEM, blacrx-m: B-lactamasas de
espectro extendido tipo CTX-M.
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Figura 3. Productos de la amplificacion del gen blasyy,en las cepas de Klebsiella

pneumoniae. A. Lineas 1 a 13. K. pneumoniae ATCC 700603 (Control positivo), 01, 02, 03, 04, 05,

06,07,08, 09, 10, E. coli J62-2 (Control negativo), Control negativo sin ADN. B. Lineas 1 a 12. E. coli

J62-2 (Control negativo), K. pneumoniae ATCC 700603 (Control positivo), 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20. M: Marcador de peso molecular.
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Figura 4. Productos de amplificacion del gen blatem en cepas de Klebsiella
pneumoniae. A. Lineas 1 a 17. E. coli J62-2 (Control negativo), 06,
07,08.09,11,10,12,14,18, 13, 15,16,17,19, K. pneumoniae ATCC 700603 (Control
positivo). B. Lineas 1 a 7. E. coli J62-2 (Control negativo), 01, 02, 03, 04, 05, K.
pneumoniae ATCC 700603 (Control positivo). M: Marcador de peso molecular.
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Figura 5. Productos de amplificacion del gen blacrx-m en cepas de Klebsiella
pneumoniae. Lineas 1 a 22: E. coli J62-2 (Control negativo), 01, 02, 03, 05, 09, 06,
11,13, 07, 15, 08, 10, 12, 14, 16, 17, 18, 19, 20, E. coli 2944NR (Control positivo).

M: Marcador de peso molecular.
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La tabla 3, muestra que varias cepas de Klebsiella pneumoniae presentaron mas de
un gen. Un total de 14 cepas (01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 10, 12, 16, 17, 19, 20)
presentaron los genes blaspv y blarpm. Las cepas 09, 13 y 15 contenian simultdneamente

los tres genes, mientras que en la cepa 11 se encontraron los genes blasyy y blactxm.

Tabla 3. Genes codificadores de -lactamasas de espectro extendido detectados en cepas

de Klebsiella pneumoniae provenientes de pacientes con infeccién nosocomial, recluidos

en el Servicio Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”.

Cepas blaSHv blaTEM blaCTX_M

01 + + -
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18 - -
19 + -
20 + + -

blagyy: gen que codifica a la B-lactamasa de espectro extendido tipo SHV, blargy: gen que codifica a la B-
lactamasa de espectro extendido tipo TEM, blacrx.m: gen que codifica a la B-lactamasa de espectro
extendido tipo CTX-M.

+ + + + + + + + 4
1

1+ 4+
' +

++ + 4+ 4+ ++ A+ o+
+ + +
1

Al correlacionar la resistencia a los B-lactamicos con la produccion de BLEE, se
observo que doce (12) cepas resistentes a ATM y CAZ presentaron los genes blasny 'y
blartgm, dos (2) cepas resistentes a ATM, CAZ, CTX y CRO presentaron el gen blaspy, y
en tres (3) cepas resistentes a ATM, CAZ, CTX, CRO, FEP y TZP, se encontraron los

18



tres genes; mientras que en una se encontrod blasyyy blacrx.m (tabla 4). Igualmente, en
ella se muestran las areas de donde fueron aisladas las cepas, donde se puede observar
que once (11) cepas procedentes de UCI productoras de BLEE, presentaron mas de un
gen a la vez; sin embargo, dos (2) cepas provenientes de cirugia no presentaron BLEE
pero si se detectaron la presencia de los genes blasyy y blatpm. En las areas de retén y

medicina también se encontraron los genes blasyvy blatpwm.

Tabla 4. Caracteristicas de las cepas de Klebsiella pneumoniae productoras de BLEE
aisladas de pacientes con infeccion intrahospitalaria, recluidos en el Servicio Autonomo
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”.

Cepa  Servicio Fenotipos BLEE Genes bla
01 ucCI ATM, CAZ + SHV, TEM
02 ucCl ATM, CAZ + SHV, TEM
03 UCI ATM, CAZ + SHV, TEM
04 Cirugia = - - SHV, TEM
05 UCI ATM, CAZ, CTX, CRO + SHV, TEM
06 Retén ATM, CAZ + SHV, TEM
07 UCl ATM, CAZ, CTX, CRO + SHV, TEM
08 UCI ATM, CAZ + SHV, TEM
09 ucClI TZP, ATM, CAZ, CTX, CRO, FEP + SHV, TEM, CTX-M
10 ucCl TZP, ATM, CAZ, CTX, CRO + SHV, TEM
11 ucClI TZP, ATM, CAZ, CTX, CRO, FEP + SHV, CTX-M
12 Cirugia = —eemmmemmeeee- - SHV, TEM
13 UCI TZP, ATM, CAZ, CTX, CRO, FEP + SHV, TEM, CTX-M
14 Cirugia ATM, CAZ, CTX, CRO + SHV
15 UCl TZP, ATM, CAZ, CTX, CRO, FEP + SHV, TEM, CTX-M
16  Medicina ATM, CAZ, CTX, CRO + SHV, TEM
17 ucClI ATM, CAZ, CTX, CRO + SHV, TEM
18 ucClI ATM, CAZ, CTX, CRO + SHV
19  Medicina ATM, CAZ, CTX, CRO + SHV, TEM
20 Retén ATM, CAZ, CTX, CRO + SHV, TEM

ATM: aztreonam, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, CRO: ceftriazona, FEP: cefepima, TZP:
piperacilina/tazobactan, BLEE: B-lactamasas de espectro extendido, blasyy: gen que codifica a la enzima
B-lactamasa de espectro extendido tipo SHV, blargy: gen que codifica a la enzima B-lactamasa de espectro
extendido tipo TEM, blacrxm: gen que codifica a la enzima B-lactamasa de espectro extendido tipo CTX-
M.
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DISCUSION

Las infecciones intrahospitalarias representan un importante problema de salud
publica, debido a que son consideradas una de las principales causas de morbimortalidad
en los centros hospitalarios, aunado a las implicaciones econémicas que traen para el
sistema sanitario. La gran mayoria de las infecciones intrahospitalarias son producidas
por bacterias que forman parte de la flora normal del individuo y que normalmente
residen en el ambiente hospitalario. Entre los principales agentes causantes de
infecciones intrahospitalarias se encuentran: E. coli, Klebsiella spp., P. aeruginosa,

Acinetobacter spp., entre otros (Silva et al., 2001).

Klebsiella pneumoniae es un importante patdégeno intrahospitalario que puede
causar elevados porcentajes de morbimortalidad en la poblacidon, especialmente, en
pacientes de edad pediatrica (Cartelle et al., 2004). Aunque las klebsiellas no constituyen
un componente significativo de la flora saprofita humana, la hospitalizacion y el empleo
de antimicrobianos favorecen su capacidad de colonizacion, pudiendo desencadenar un
proceso infeccioso, debido a su condicion de agente oportunista (Gupta et al., 2003).
Entre los factores que favorecen la colonizacion bacteriana en el hombre se destacan: el
estado fisico del individuo, la edad, la estancia hospitalaria, la administracion de
antimicrobianos, y el empleo de técnicas exploratorias y terapéuticas agresivas/invasoras

(intubacion, cateterismos, implantes, entre otros) (Girlich et al., 2001).

El estudio de susceptibilidad a los antibidticos B-lactamicos, en las cepas de
Klebsiella pneumoniae, reveld un alto porcentaje de resistencia a ceftazidima (90,00%) y
cefotaxima (65,00%). La resistencia a ambos antimicrobianos puede ser la consecuencia
del empleo empirico, amplio y generalizado, de estos antibidticos en el centro
hospitalario, lo cual, se soporta con los datos clinicos y epidemiologicos obtenidos de
los pacientes de las diferentes areas de cirugia (15,00%), retén (10,00%), medicina
(10,00%) y la unidad de cuidados intensivos (65,00%) (tabla 1), donde el 80,00% de los

mismos estaban recibiendo terapia antimicrobiana con, al menos, una cefalosporina
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de tercera generacion, hecho que pudo haber contribuido en parte a la seleccion de cepas
resistentes. Al respecto, el uso continuo e indiscriminado de los antimicrobianos en los
hospitales y la falta de control para su uso por la poblacion en general, ha llevado a
la seleccion de microorganismos resistentes y, por consiguiente, a la desaparicion
de cepas sensibles, razon por la cual, las bacterias que normalmente residen en los
hospitales presentan resistencia a diferentes tipos de antimicrobianos (Barrier, 2000;

Casellas, 2001).

Cortés et al. (2006) defienden que el factor de riesgo mas asociado a la produccion
de B-lactamasas de espectro extendido es el tiempo prolongado de hospitalizacién en un
servicio médico quirurgico o en UCI, asi como el empleo de multiples esquemas de

antibioticos, particularmente, cefalosporinas de tercera generacion.

Con respecto a cefepima, un bajo porcentaje de cepas mostr6 resistencia (20,00%),
sin embargo, aun cuando in vitro este pudiera ser una opcion terapéutica, hay que
descartar la presencia de algunas BLEE que puedan hidrolizar a este compuesto,
ademds, hay que considerar que in vivo algunas infecciones cursan con inoculos
bacterianos elevados, y cefepima puede ser hidrolizado con mayor afinidad y velocidad,

conduciendo al fracaso terapéutico (Paterson ef al., 2001; Melano et al., 2003).

En relacion a combinaciones de B-lactdmicos con inhibidores de B-lactamasas, se
observé que un 25,00% de las cepas mostraron resistencia a piperacilina/tazobactam, sin
embargo, cabe destacar, que todas estas combinaciones sufren igualmente del efecto
inéculo, por tanto, se debe evaluar cuidadosamente el tipo de infecciéon donde pueden

ser empleadas (Torres et al., 2006).

En este estudio, los carbapenemas se mantienen como la mejor opcidn terapéutica
para los microorganismos productores de BLEE, no obstante, el uso indiscriminado de
estos antibioticos puede conllevar a cambios en los patrones de sensibilidad de la

poblacion bacteriana (Sanders, 1997; Prada, 2002).
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Martinez et al. (2005), en su trabajo sobre la prevalencia de Klebsiella pneumoniae
y Escherichia coli productoras de BLEE, en el Hospital San Jerénimo de Monteria,
Colombia, reportaron que 91,10% de las cepas de Klebsiella pneumoniae fueron
resistentes a las cefalosporinas de tercera generacion y al aztreonam, pero sensibles a
imipenem y meropenem. Por su parte, Garcia et al. (2009), en su publicacion,
susceptibilidad antimicrobiana in vitro de enterobacterias intrahospitalarias productoras
de [B-lactamasas de espectro extendido en Cumand, estado Sucre, identificaron a
Klebsiella pneumoniae como la especie mayormente aislada (51,80%), con los
porcentajes mas elevados de resistencia antimicrobiana a B-lactamicos, especificamente

a ceftazidima (77,70%), cefotaxima (70,30%) y cefepima (40,70%).

El principal mecanismo de resistencia contra los [-lactamicos descrito en esta
bacteria es la produccion de B-lactamasas, denotdndose como el principal problema
clinico la produccion de BLEE (Zamora et al., 1998; Comegna et al., 2000; Bonnet,
2004). Los resultados de las pruebas fenotipicas del presente estudio, realizadas
mediante el método de sinergismo del doble disco, reveld que el 90,00% de las cepas de

Klebsiella pneumoniae son productoras de BLEE (tabla 2).

En el ambito hospitalario y extrahospitalario, las BLEE son consecuencia de la
elevada presion selectiva derivada del empleo masivo de los antimicrobianos. El alto
porcentaje de cepas productoras de BLEE en los centros hospitalarios representa un
marcador importante, que debe conducir a la toma de decisiones para intervenir Yy
prevenir los indices de morbilidad y mortalidad que generan estos

microorganismos en los pacientes hospitalizados (Castro et al., 2008).

En los ultimos afios, la epidemiologia de las enterobacterias productoras de
BLEE ha sufrido una serie de cambios, debido a la aparicion de nuevas enzimas que
tienen hidrdlisis sobre un marcador fenotipico especifico (CAZ) o varios de ellos (CAZ,

CTX, FEP) (Tofteland et al., 2007).
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Al analizar los resultados obtenidos del perfil de resistencia en las cepas
productoras de BLEE, se observé que en el 90,00% de los casos el sustrato mas afectado
fue aztreonam y ceftazidima (ATZ y CAZ) y en un 65,00% cefotaxima y ceftriazona
(CTX y CRO). Al respecto, Bonnet et al. (2001) senalan que desde el punto de vista
clinico, la deteccion de las BLEE es importante, porque de su reporte depende el éxito
terapéutico al utilizar ceftazidima, cefotaxima, aztreonam o cefepima y desde el punto de
vista fenotipico, se pueden predecir los posibles tipos de B-lactamasas generadas por las
bacterias. Por ejemplo: una cepa resistente a piperacilina-tazobactan y cefepima,

posiblemente, produzca B-lactamasas tipo TEM y SHV.

Las enzimas BLEE tipo TEM y SHV pueden ser tipo ceftazidimasas, ya
que hidrolizan con mayor eficacia ceftazidima y aztreonam, sin embargo, un
porcentaje representativo de ellas son cefotaximasas, razon por la cual, la
hidrdlisis del sustrato no es un argumento evidente para caracterizar una BLEE.
Las enzimas CTX-M son cefotaximasas que hidrolizan cefotaxima y ceftriazona,
sin embargo, se han reportado cepas de Klebsiella pneumoniae productoras de
CTX-M (CTX-M-15, CTX-M-16, CTX-M-27 y CTX-M-19) que hidrolizan
ceftazidima (Bonnet, 2004; Walsh et al., 2005).

Segun los resultados obtenidos, la mayoria de las cepas de Klebsiella pneumoniae,
fenotipicamente, son sensibles a piperacilina/tazobactan y a cefepima, y resistentes a
aztreonam y ceftazidima, lo que induce a pensar que posiblemente la enzima [-
lactamasa responsable de la resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion en
estas cepas sea una enzima tipo SHV o TEM, no obstante, hay que considerar que
en cuatro (4) cepas de Klebsiella pneumoniae también se encontrd resistencia para
cefotaxima y cefepima sugiriendo este fenotipo la presencia conjunta de una

enzima CTX-M.

La investigacion de genes codificadores de BLEE, revel6 la presencia de enzimas

de las familias SHV, TEM y CTX-M. Veinte (20) cepas presentaron el gen blasyy, 17 el
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gen blatpm y so6lo cuatro el gen blactx-m. En este estudio, se observaron cepas con genes
blasyy y blatgm que resultaron sensibles a las cefalosporinas de tercera generacion, lo
que sugiere que los genes pertenecen al grupo 2b (codificantes de BLEA), debido a
que los oligonucledtidos empleados en esta investigacion presentan regiones
conservadas con genes codificantes de enzimas tipo BLEA, es dificil diferenciar
cuales serian las enzimas BLEE especificas presentes en este estudio, para poder
llegar a la identificacion definitiva se tendria que secuenciar los diferentes genes
encontrados. Los resultados obtenidos revelaron que las cepas aisladas de los
diferentes servicios médicos presentaron mas de un gen a la vez, lo que podria
indicar la permanencia y diseminacion de estos genes entre las diversas areas del

mismo centro hospitalario (tabla 4).

La mayoria de las BLEE detectadas en este estudio, son del tipo TEM vy
SHV y, en menor proporcion, del tipo CTX-M, estas ultimas se han reportado de
manera incrementada en bacilos Gram negativos en numerosos estudios a nivel
mundial. Gaitdn y Espinal (2008), en Colombia, sugieren que las enzimas CTX-M,
especialmente del grupo 1, se estan reportando con mayor frecuencia, y su
distribucion entre las BLEE confirma la variabilidad en la epidemiologia de estos

determinantes de resistencia y evidencia la necesidad de un monitoreo constante.

Morales et al. (2005), en Peru, reportaron 44,40% de cepas Klebsiella pneumoniae
productoras de BLEE, la mayoria mostrd resistencia a las cefalosporinas de tercera
generacion y aztreonam, ademads identificaron la presencia de los genes blatpm y blasnv
en 6 cepas. La secuenciacion de los correspondientes genes confirm¢ la existencia de las

BLEE TEM-10 y SHV-5, respectivamente.

Mantilla et al. (2006), en un estudio molecular realizado en 11 cepas de Klebsiella
pneumoniae, en Colombia, reportaron que el 100,00% de los aislados fueron
productores de BLEE, portando especificamente el gen blacrx.m-12, presentando un

perfil de resistencia para cefotaxima, ceftrizona y aztreonam. Oliver et al. (2008), en
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Espafia, analizaron 32 cepas de Klebsiella pneumoniae, de las cuales 100,00% fueron
productoras de BLEE. Del total de cepas, en 20 casos (62,50%), se detectaron genes
blaCTX_M, enll (34,40%), blaSHV yeén solo 1 (3,10%), blaTEM.

Todo lo anteriormente expuesto, sugiere que las cepas de Klebsiella pneumoniae
pueden expresar mas de un tipo de p-lactamasa a la vez, lo cual puede
complicar el panorama terapéutico dentro de una institucidn sanitaria, ya que las -
lactamasas del tipo 2be son principalmente codificadas por moléculas plasmidicas, lo

que facilita su diseminacion en un ambiente hospitalario.

Los resultados de esta investigacion indican que en el Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcald” existen cepas de Klebsiella pneumoniae que portan una
amplia variedad de genes de resistencia que codifican para enzimas tipo BLEE vy,
posiblemente BLEA, y que son consideradas factores fundamentales de riesgo para la
diseminacion de la resistencia a antibidticos, debido a que normalmente estan

codificados en elementos genéticos transferibles.
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CONCLUSIONES

En el 90,00% de las cepas de Klebsiella pneumoniae resistentes a ceftazidima y

aztreonam se comprobo fenotipicamente la produccion de enzimas BLEE.

El 65,00% de las cepas productora de BLEE, también mostraron resistencia a

ceftriazona y cefotaxima.

Todas las cepas de Klebsiella pneumoniae portaron el gen blasyy, mientras que 17

cepas tenian adicionalmente el gen blatpwm.

Se encontro la presencia simultanea de los genes blasyy, blaremy blactx-m en 3 de

las cepas estudiadas (15,00%).
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RECOMENDACIONES

Mantener el control epidemiologico de las infecciones nosocomiales, promoviendo
la caracterizacion fenotipica de los mecanismos de resistencia y la tipificacion
molecular, las cuales, son herramientas utiles para conocer el comportamiento de las
poblaciones bacterianas en procesos especificos relacionados con la infeccion
intrahospitalaria y las caracteristicas de la resistencia a antibioticos, de tal manera que
permitan a las instituciones hospitalarias aplicar medidas tempranas y dirigidas a
optimizar los esfuerzos en el control de infecciones, contribuyendo a evitar su progreso

y propagacion.
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ANEXO 1

GENES CODIFICADORES DE B-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO
TIPOS CTX-M, TEM Y SHV EN CEPAS DE Klebsiella pneumoniae AISLADAS DE
PACIENTES CON INFECCION INTRAHOSPITALARIA

N° Cepa Especie

Muestra

Servicio

Tratamiento antimicrobiano recibido

Sexo del paciente de donde se aislo la cepa

Edad del paciente de donde se aislo la cepa

Tiempo de hospitalizacion del paciente
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