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Introduccion. La caracterizacion molecular de cepas de Klebsiella pneumoniae es una
herramienta que contribuye a disminuir la diseminacion de la resistencia y al control de las
infecciones nosocomiales causadas por este patdgeno.

Objetivo. Describir molecularmente un brote de infeccion nosocomial por Klebsiella pneumoniae
en la Unidad de Cuidado Intensivo Neonatal de un hospital de tercer nivel de Bogota.
Materiales y métodos. Se analizaron once aislamientos. Se verificé la produccion de beta-
lactamasas de espectro extendido mediante pruebas de difusion en agar. Se determinaron los
puntos isoeléctricos de las betalactamasas mediante isoelectroenfoque. Se detectd el gen
bla., .., Por PCRy se realiz6 genotipificacion mediante BOX- PCR y electroforesis en gel con
campos pulsados (PFGE).

Resultados. Los aislamientos fueron productores de beta-lactamasas de espectro extendido.
La genotipificacién por PFGE y por BOX-PCR, agrup6 a dos aislamientos provenientes de
objetos hospitalarios y a los ocho aislamientos causantes de infeccién en un grupo clonal
epidémico. El aislamiento proveniente de un termdmetro no fue agrupado en el grupo clonal
epidémico y mostré un patrén de resistencia diferente. Se observo la produccion simultanea
de beta-lactamasas con diferentes puntos isoeléctricos. La PCR revelo el gen bla_, ,, ., en los
11 aislamientos estudiados.

Conclusion: Este es el primer informe en Colombia de un brote por Klebsiella pneumoniae
productora de CTX-M-12, caracterizado molecularmente. Este estudio da evidencia adicional
de la diseminacion global de BLEE de tipo CTX-M y alerta sobre la necesidad de actividades
especificas de prevencion para cortar la cadena de transmision y del seguimiento de tipo
epidemioldgico en nuestros centros hospitalarios.

Palabras clave: Klebsiella pneumoniae, beta-Lactamasas, infeccidn hospitalaria, Resistencia
a Antibioticos, Cefalosporinas, Tipificacion Bacteriana.

Molecular characterization of an outbreak caused by CTX-M-12-producing Klebsiella
pneumoniae in a Colombian hospital’s neonatal intensive care unit

Introduction. Molecular characterisation of Klebsiella pneumoniae strains is a tool that assits
in the reduction of the disemination of drug resistance and the control of nosocomial infections
that are caused by this pathogen.

Objective. Molecular description of an outbreak of nosocomial infection caused by Klebsiella
pneumoniae in a neonatal intensive care unit in a tertiary level hospital in Bogota.
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Methods: Eleven Klebsiella pneumoniae isolates were analysed. Production of Extended
Spectrum Beta-Lactamases was verified by agar diffusion tests. Isoelectric points of the enzymes
were determined by isoelectric focusing. The bla , gene was detected by PCR and pulsed
field gel electrophoresis genotyping was done.

Results. All the isolates were Extended Spectrum Beta-Lactamase producers. Pulsed field gel
electrophoresis and BOX-PCR genotyping grouped two isolates from hospital objects and
eight infection-causing isolates into a single epidemic clone. The isolate from a thermometer
was not grouped into the epidemic clone and showed a different resistance pattern. Isoelectric
focusing revealed simultaneous beta-lactamase production having different isoelectric points.
PCR amplification revealed the presence of the bla__, , ., gene in the 11 isolates studied.
Conclusion. Thisis the first report of a molecularly characterised outbreak of CTX-M-12-producing
Klebsiella pneumoniae from Colombia. The results of this study provide additional evidence of
the global dissemination of CTX-M ESBL and the need for epidemiological follow-up in our
hospitals.

CTX-M-1

Key words: Klebsiella pneumoniae, beta-Lactamases, Cross Infection, Drug Resistance,
Cephalosporins, Bacterial Typing Techniques.
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Algunos de los resultados del presente articulo
fueron presentados en la modalidad de poster en
el FIS 2005 Annual Meeting (Federation of Infection
Societies — Cardiff 7 — 9 de noviembre de 2005)

Los avances tecnolégicos que han permitido la
atencion de recién nacidos de peso y edad
gestacional cada vez menores han traido consigo
un aumento en el riesgo de infecciones
nosocomiales. Entre los agentes causales de este
tipo de patologias se encuentra Klebsiella
pneumoniae, patdégeno que se asocia con altas
tasas de morbilidad y mortalidad en pacientes
pediatricos (1). Esta bacteria produce con
frecuencia betalactamasas del tipo TEM o SHV
(2,3); sin embargo, en los Ultimos afios se ha
informado la produccién por K. pneumoniae de
cefotaximasas (CTX-M). Las enzimas CTX-M son
una nueva familia de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) que muestran mayor actividad
hidrolitica frente a cefotaxima y aztreonam que
frente a ceftazidima (4).

Este articulo describe un brote de infeccién noso-
comial causado por K. pneumoniae con fenotipo
de cefotaximasas en una unidad de cuidado
intensivo neonatal de un hospital de tercer nivel
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de Bogotéa. Con el fin de generar informacion util
en la formulacién de estrategias de prevenciény
control de infecciones intrahospitalarias se
caracterizaron molecularmente los aislamientos
de K. pneumoniae asociados al brote.

Materiales y métodos
Descripcion del brote

En una unidad de cuidado intensivo neonatal
(UCIN) dotada con 24 camas en un hospital de
tercer nivel de complejidad se presentd una
sospecha de brote de sepsis de origen nosoco-
mial entre la Gltima semana de eneroy la primera
semana de marzo de 2001. Se identificaron 11
pacientes con deterioro clinico y paraclinico de
tipo infeccioso con distermia, leucocitosis y
trombocitopenia. Sus edades oscilaban entre uno
y 25 dias de nacido. La edad gestacional al
nacimiento varié entre 29 y 40 semanas; el 50%
de los pacientes tenia menos de 35 semanas y
peso inferior a 1.600 g. En ocho de ellos se aisld
en hemocultivo K. pneumoniae con potencial
productor de BLEE. Ante esta situacion, el comité
de vigilancia epidemioldgica del hospital tomo
medidas inmediatas con el fin de cortar la cadena
de transmisién del agente causal, modificar los
factores de riesgo y aplicar la intervencién
terapéutica adecuada. La estrategia se basoé en
el reforzamiento del lavado de manos y la
adopcién de precauciones de aislamiento; se
restringio el uso de cefalosporinas de tercera y
cuarta generacion, y se realiz6 educacion
intensificada global y por competencias en el area.
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Ademas, se tomaron muestras de elementos
(termdmetro, careta y pesa bebés) potencialmente
involucrados en la transmision del patégeno
identificado (cuadro 1).

Aislamientos bacterianos

Se estudiaron 11 aislamientos de K. pneumoniae
provenientes de ocho pacientes diferentes y de
tres fuentes inanimadas (cuadro 1), los cuales
fueron identificados en el laboratorio del hospital
por el sistema automatizado MicroScan y
confirmados con el sistema comercial APl 20E
(BioMérieux).

Pruebas de susceptibilidad

La susceptibilidad antimicrobiana se determino por
la técnica de difusion en agar segun las
recomendaciones del CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute — antes NCCLS), con discos
de amikacina, gentamicina, ciprofloxacina,
piperacilina/tazobactam, imipenem, cefepima,
cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidimay aztreonam
(Oxoid). Para confirmar la produccion de BLEE
se utilizé la técnica de disco combinado (5) con
discos de cefotaxima y ceftazidima solos y en
combinacién con acido clavulanico (Oxoid). Se
emplearon como control negativo Escherichia coli
ATCC 25922 y como control positivo Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 (productora de BLEE).
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Anadlisis de betalactamasas por
isoelectroenfoque

Los valores de los puntos isoeléctricos (pl) de las
betalactamasas presentes en extractos obtenidos
por sonicacion se determinaron por isoelectro-
enfoque (IEF) en el Phast System (Pharmacia)
sobre geles de poliacrilamida con rangos de pH
entre 3,5 y 10 y se compararon con
betalactamasas de pl conocidos (5,4 [TEM-1], 7,0
[SHV3], 7,6 [SHV-1], 7,8 [SHV-7], 8,2 [SHV-5] y
9,0 [TLA-1]), las cuales fueron amablemente
suministradas por la doctora Celia Alpuche de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional
Auténoma de México.

Deteccion por PCR de genes que codifican para
cefotaximasas (CTX-M) y anélisis de secuencia

Para la deteccion de genes bla_,, ,, se utilizaron
condiciones e iniciadores de amplificacion
previamente descritos: CTX-MAy CTX-MB para
genes de grupo CTX-M-1 (6); Toho-1Ay Toho-1B
para el grupo CTX-M-2 (7),y C1ly C2 para el grupo
CTX-M-9 (8). La secuenciacion directa de los
productos de PCR se realiz6 en un secuenciador
automatico ABI Prism 3700 (Perkin-Elmer/Applied
Biosystems). Posteriormente se realizaron
alineamientos comparativos con secuencias de
cefotaximasas informadas en el GenBank con la
ayuda del software Clustal W versién 1.81.

Cuadro 1. Informacién epidemioldgica y bioquimica de los aislamientos de K. pneumoniae.

Aisl. Sexo Fecha de Servicio Fuente Dx PI
recoleccion
1 M 25/01/02 UCIN Hemocultivo Sepsis 54,74,767,8;8,2
2 F 25/01/02 UCIN Hemocultivo Sepsis 54,74,767,8;8,2
3 M 26/01/02 UCIN Hemocultivo Sepsis 54;74;767,8; 8,2
4 F 30/01/02 UCIN Hemocultivo Sepsis 54,74,767,8;8,2
5 F 13/02/02 UCIN Hemocultivo Sepsis 54;74;767,8; 8,2
6 M 18/02/02 UCIN Hemocultivo Sepsis 54;74;767,8; 8,2
7 M 20/02/02 UCIN Hemocultivo Sepsis 54,74,767,8;8,2
8 M 4/03/02 UCIN Hemocultivo Sepsis 54;74;767,8; 8,2
9 NA 4/02/02 UCIN Termémetro NA 5,4;7,4; 8,2
10 NA 4/02/02 UCIN Pesa NA 54,74,767,8; 8,2
11 NA 22/02/02 UCIN Careta NA 54,74,767,8; 8,2
12 F 29/07/01 Urgencias* Hemocultivo Sepsis NA
13 M 24/06/01 Urgencias* Hemocultivo Sepsis NA

Aisl: aislamiento; Dx: diagnostico de la infeccién; Pls: puntos isoelectricos de betalactamasas; NA: no aplica; * Hospital

Universitario Clinica San Rafael de Bogota, Colombia.
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Genotipificacion

La tipificacion mediante BOX-PCR se realizé con
el iniciador BOXA1R 5-TACGGCAAGGCGACG
CTGACG en las condiciones de amplificacion
previamente descritas (9). Los productos
amplificados se evaluaron mediante electroforesis
en geles de agarosa al 2% con buffer TBE 0,5 X
durante 3 horas a 4,6 V/cm. Con el fin de verificar
los resultados de la tipificacion con BOX-PCR se
utilizoé el procedimiento de PFGE siguiendo la
metodologia descrita por Miranda (10). Se digirié
con laenzima Xbal (10 U/mcl) (Gibco BRL) durante
18 horas. Los fragmentos generados se separaron
en gel de agarosa PFGE (Bio-Rad) al 1%y buffer
TBE 1X en el equipo para campos pulsados
CHEF-DR Il (Bio-Rad) con pulsos de 5 a 60
segundos por 20 horas a 200 voltios.

Los patrones electroforéticos registrados en el
Gel-Doc System de Bio-Rad se analizaron con el
software NTSYSpc versién 2.0. Se generd una
matriz de similitud basada en la presencia y
ausencia de bandas y luego se cred6 un
dendrograma mediante el algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Averages). Los resultados se interpretaron de
acuerdo con los criterios de Tenover y Malathum
(11,12).

Resultados

Con base en los criterios de CLSI, todos los
aislamientos fueron potenciales productores de
betalactamasas con un perfil de resistencia a
cefotaxima, ceftriaxona y aztreonam, pero
sensibilidad a ceftazidima. El aislamiento
proveniente de un termdmetro fue también
resistente a este Ultimo antibiético y a piperacilina/
tazobactam, cefepima y amikacina. La presencia
de betalactamasas de espectro extendido se
confirmé en todos los casos. Los perfiles de sus-
ceptibilidad antimicrobiana revelaron que todos
los aislamientos fueron sensibles a gentamicina,
ciprofloxacina e imipenem, 10 de 11 a piperacilina/
tazobactam y a cefepima, y 6 de 11 a amikacina.

En el analisis por isoelectroenfoque, la muestra
proveniente del termdémetro produjo tres
betalactamasas con puntos isoeléctricos 5,4, 7,4
y 8,2. Los demas aislamientos expresaron dos
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betalactamasas adicionales con pl 7,6 y 89 y
ausencia de la betalactamasa con pl 8,2 (cuadro 1).

La PCR con iniciadores para el grupo CTX-M 1
produjo un fragmento de 550 pb en todos los
aislamientos. Con los otros iniciadores no se
observaron productos de amplificacion.

El alineamiento de las secuencias amplificadas
de los 11 aislamientos de K. pneumoniae mostro
100% de similitud entre ellas y con la secuencia
de nucledtidos entre las posiciones 213y 747 del
gen bla_., .. .. (numero de acceso en el Gen Bank
AF305837) (13).

Diez de los once aislamientos estudiados
conformaron un grupo estrechamente relacionado
genéticamente (grupo clonal epidémico), como se
observa en las figuras 1y 2.

La agrupacion resultante por BOX-PCR fue similar
a la obtenida mediante PFGE.

Ninguno de los procedimientos de genotipificacion
establecié relacién genética entre el aislamiento
proveniente del termémetro y el grupo clonal
epidémico (figuras 1y 2).

Discusion

En las ultimas dos décadas la emergencia y
diseminacion de K. pneumoniae productora de
BLEE ha convertido a este patdgeno en un reto
tanto para el manejo de antimicrobianos como para

la prevencion y el control de las infecciones
nosocomiales (1).

Dadas sus caracteristicas inmunolégicas, los
neonatos son susceptibles a adquirir enferme-
dades infecciosas de origen intrahospitalario por
patdgenos como K. pneumoniae, el cual posee la
capacidad de diseminarse rapidamente, causando
brotes de infeccién nosocomial (1).

Mediante técnicas moleculares, este trabajo
confirmé la presencia de un brote de infeccion
nosocomial causado por un clon de K. pneumoniae
productora de BLEE y el andlisis microbiolégico
retrospectivo de los aislamientos puso en
evidencia la posible presencia de cefotaximasas,
enzimas que se han asociado con brotes
epidémicos (13,14). El primer informe de cefo-
taximasas del grupo CTX-M-1 en Colombia se dio
a conocer en el VI Congreso de Enfermedades
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Figura 1. A: Patrones electroforéticos de tipificacién por BOX-PCR de aislamientos de K. pneumoniae. Carriles 01 a 11:
aislamientos del brote; carriles 12 y 13: cepas de K. pneumoniae utilizadas como controles del procedimiento; carril M:
marcador de peso molecular, X174 RFDNA/Haelll (Invitrogen®). B: dendrograma obtenido mediante el algoritmo UPGMA.
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Figura 2. A. Patrones electroforéticos de tipificacion por PFGE de aislamientos de K. pneumoniae. Carriles 1 a 11:
aislamientos del brote; carril M: marcador de peso Lambda DNA ladder (Bio.Rad®). B: dendrograma obtenido mediante el
algoritmo UPGMA.
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Infecciosas (Cartagena-2003). Posteriormente se
informd sobre la deteccion del gen bla_,, ,, €n uno
de siete aislamientos clinicos de K. pneumoniae
productores de cefotaximasas del grupo CTX-M-
1 (15). En otro trabajo realizado por nuestro grupo
se detectaron cefotaximasas del mismo tipo en
aislamientos de K. pneumoniae obtenidos de
pacientes con infeccion intrahospitalaria de cuatro
centros hospitalarios de tercer nivel de Bogota,
resultado que sugiere una posible diseminacion
de cefotaximasas del grupo CTX-M-1 en nuestro
medio (Mantilla JR, Valenzuela EM, Gonzalez EB,
Méndez AM, Leal AL, Sierra P, et al. Alta preva-
lencia de cefotaximasas del grupo CTX-M-1 en
Enterobacteriaceae asociadas con infeccion
intrahospitalaria en Bogota. Resumen de trabajo
presentado en el IV Encuentro Nacional de
Investigacién en Enfermedades Infecciosas.
Infectio 2004; 8:143).

La enzima CTX-M-12 descrita en el 2001 en Kenia
fue aislada de una cepa de K. pneumoniae
causante de brote infeccioso en UCIN (13). La
presencia de esta cefotaximasa en nuestro medio
puede ser producto de la diseminacion global del
mismo gen (3), o puede provenir de un gen an-
cestral diferente como se ha demostrado para
otras enzimas del grupo CTX-M-1 (14). La
proliferacion de estas enzimas en Enterobacteria-
ceae puede tener importantes implicaciones para
el disefio de esquemas de tratamiento eficaces,
asi como para los laboratorios de microbiologia
de los centros hospitalarios, ya que deben tener
la capacidad de ofrecer resultados especificos con
el fin de tomar medidas de control oportunas que
eviten brotes epidémicos.

La deteccion por PCR de genes bla_,, fue
concordante con el fenotipo de cepas productoras
de cefotaximasas. El aislamiento proveniente de
un termoémetro mostré un perfil de resistencia
diferente al grupo clonal epidémico, y a pesar de
gue este termémetro fue utilizado en la UCIN, el
aislamiento obtenido de este elemento no fue
agrupado por los sistemas de tipificacion en el
grupo clonal epidémico; este resultado demuestra
la importancia de utilizar la genotipificacién para
conocer especificamente las fuentes y factores
de diseminacion. El uso de PFGE permitié verificar
el agrupamiento obtenido por BOX-PCR. Se podria
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sugerir el uso de BOX-PCR para este fin, ya que
esta técnica es de mas facil acceso para los
laboratorios de los centros hospitalarios.

Los resultados de la tipificacion permitieron
confirmar la careta y la pesa bebés como posibles
fuentes de diseminacion asociadas al brote. La
recuperacion de aislamientos a partir de este tipo
de elementos en el estudio de brotes demuestra
el papel que éstos juegan en la infeccion cruzada
Yy, por tanto, permite orientar las medidas para la
prevenciény el control (16).

En conclusién, este es el primer informe en Co-
lombia en el que se caracteriza molecularmente
un brote de infeccion intrahospitalaria causado por
K. pneumoniae productora de CTX-M-12. La
importancia de este tipo de estudios radica en la
generacién de informacién atil para estudiar y
confirmar la presencia de brotes; adicionalmente,
aportan evidencia en apoyo del establecimiento y
continuidad de las acciones de prevencién
orientadas a cortar la cadena de la transmisién y
diseminacién de microorganismos agresivos que
aumentan la morbilidad y la mortalidad de los
pacientes, principalmente de aquéllos mas
susceptibles como los neonatos.
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