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RESUMEN

Las infecciones nosocomiales pueden ser producidas por microorganismos resistentes a la accion de los antimicrobianos que han sido
seleccionados por el mal uso 6 el uso indiscriminado de los antibiéticos en el &mbito hospitalario. En los Gltimos afios se han desarrollando
nuevas técnicas moleculares de tipificacion basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que han representado un avance
importante en el estudio de las enfermedades infecciosas, siendo muy Utiles al permitir diferenciar serotipos estrechamente relacionados y
grupos de cepas no relacionadas clonalmente, debido a su gran poder discriminatorio. En Venezuela, son pocos los estudios de epidemiologia
molecular de las infecciones intrahospitalarias, y por esta razon nos propusimos genotipificar cepas de Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae provenientes de aislados nosocomiales de cuatro centros de salud del area metropolitana (Hospital “Dr. José Maria Vargas”,
Hospital “Dr. Domingo Luciani”, Centro Médico de Caracas y Policlinica Metropolitana) con la finalidad de determinar la relacién clonal
existente entre estas cepas. El uso de ERIC-PCR permiti6 relacionar parcialmente las especies de E. coli aisladas en los cuatro centros de
salud, sin embargo la técnica de REP-PCR permitio discriminar entre los patrones de bandas similares, mostrando un poder de resolucién
mayor. El uso de ERIC-PCR y REP-PCR no permiti¢ tipificar la mayoria de las cepas de K. pneumoniae aisladas en los cuatro centros de
salud en estudio. En el Centro Médico de Caracas se identificaron dos aislados clonales provenientes de diferentes areas del hospital, Unidad
de Terapia de Adultos y Hospitalizacion. En la Policlinica Metropolitana se identificaron tres aislados clonales, dos en la unidad de Terapia
y uno en Hospitalizacién. En el Hospital “Dr. Domingo Luciani” y en el Hospital “Dr. José Maria Vargas™ no se identificaron clones. Estos
resultados proporcionan un aporte a los programas de vigilancia y control de las infecciones bacterianas, que contribuyen al establecimiento
de medidas eficientes que conlleven a disminuir el nimero y costo de las infecciones nosocomiales.
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Genotyping of enterobacterias strains from
4 healthcare centers in Caracas*

SUMMARY

Nosocomial infections can be produced by microorganisms resistant to antimicrobial agents, and they have been selected by the bad use or
abuse of antibiotics in the hospital environment. Recently, new molecular typing techniques have been developed, based on polymerase
chain reaction (PCR). These techniques represent an important advantage the study of infectious diseases; they are able to discriminate
related closed serovars and groups of nonrelated isolates due to its great power discriminatory. In Venezuela, there is a small number of
molecular epidemiology researches. The goal of the present study is genotyping Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae isolated of
nosocomial infected patients from four healthcare centers in the metropolitan area (Hospital “Dr. José Maria Vargas”, Hospital “Dr. Domingo
Luciani”, Centro Médico de Caracas, y Policlinica Metropolitana) in order to investigate the clonal relationship between the isolates. ERIC-
PCR allowed us to correlate E. coli isolates however REP-PCR shows greater resolution. The use of both ERIC-PCR and REP-PCR, did not
permit us typing K. pneumoniae isolates. Two clonally related isolates from Centro Medico of Caracas were identified. Three clonally
related isolates from the Policlinica Metropolitana were identified. No clones were identified in samples from Hospital “Dr. Domingo
Luciani” and the Hospital “José Maria Vargas”. These results contribute to monitoring programs, to improve the control of the bacterial
infections, helping to establish efficient procedures and reduce nosocomials infections.
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Introduccion

Las infecciones nosocomiales representan hoy en dia una de
las complicaciones mas comunes que afectan el ambiente hos-
pitalario, generalmente estas infecciones son ocasionadas por
microorganismos que han acumulado determinantes de resis-
tencia mediante un acelerado proceso selectivo, ejercido por
el uso y el abuso de los antimicrobianos como agentes tera-
péuticos y profilacticos dentro del recinto hospitalario (1).

Un aspecto importante de la epidemiologia de las infecciones
nosocomiales es comprender como se diseminan las cepas
bacterianas involucradas y los determinantes de resistencia,
dentro de un hospital e incluso en hospitales de un area deter-
minada, la determinacién de la relacion genética entre los
patdégenos nosocomiales ha sido utilizado para la vigilancia
epidemioldgica (2).

En los ultimos afios se han desarrollando nuevas técnicas
moleculares de tipificacion basadas en la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), que han representado un avance im-
portante en el estudio de las enfermedades infecciosas, siendo
muy Utiles al permitir discriminar serotipos estrechamente re-
lacionados y grupos de cepas no relacionadas clonalmente,
debido a su gran poder discriminatorio.

Los métodos genotipicos epidemiolégicos estan basados en el
estudio del ADN, cromosdmico o extracromosomico. En la
tipificacion molecular se comparan las secuencias nucleotidicas
de los microorganismos de manera directa e indirecta, permi-
tiendo determinar la relacién clonal entre cepas de una misma
especie bacteriana. Una alternativa para genotipificar son las
técnicas basadas en la amplificacion de secuencias de ADN
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (3).

El genoma de las enterobacterias contiene dos tipos de secuen-
cias cortas, repetidas y esparcidas, llamadas ERIC
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) y secuencias
REP (Repetitive Extragenic Palindromic), las cuales han sido
usadas ampliamente en tipificacion, anlisis genéticoy en la iden-
tificacion de brotes infecciosos bacterianos (4-6). Estos analisis
estan basados en la amplificacion de las secuencias de ADN a
través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), usando
cebadores especificos para cada tipo de secuencia. El
polimorfismo detectado resulta de la variabilidad en la repeti-
cion de dichas secuencias y de la distancia entre copias conti-
guas causadas por inserciones o deleciones del ADN. Usando
estas secuencias ha sido posible, discriminar serotipos estrecha-
mente relacionados de la misma especie, y grupos de cepas no
relacionadas clonalmente, ya que poseen un gran poder
discriminatorio (4).

El objetivo de este trabajo consistié en genotipificar mediante

REP PCR y ERIC-PCR, cepas de E. coli y de Klebsiella
pneumoniae provenientes de aislados nosocomiales de cuatro
centros de salud del &rea metropolitana de Caracas.

Materiales y métodos
Aislados baterianos y métodos bacterioldgicos

Se recolectaron 60 cepas de Escherichia coli y 26 cepas de
Klebsiella pneumoniae aisladas de pacientes hospitalizados en
cuatro centros de salud del &rea metropolitana de Caracas: Hos-
pital “Dr. José Maria Vargas” Hospital “Dr. Domingo Luciani”,
“Centro Médico de Caracas” y “Policlinica Metropolitana”.

Susceptibilidad antimicrobiana: se empled el método de difu-
sién en disco siguiendo los lineamientos propuestos para
enterobacterias por la CLSI. La cepa E.coli ATCC (25922) fue
utilizada como control de calidad de las pruebas de susceptibilidad.

Lisados celulares de las cepas nosocomiales: como templado
para la reaccion de PCR, se utiliz6 ADN total proveniente de
la preparacion de lisados celulares obtenido mediante el mé-
todo de Levesque et. al. (5).

Genotipificacion de las cepas nosocomiales

ERIC-PCR: se emplearon iniciadores que hibridan las se-
cuencias consenso repetitivas intergénicas de enterobacterias
(secuencias ERIC). Las secuencias de los iniciadores son:
ERIC15’-ATG TAAGCT CCT GGG GAT TCAC-3’y ERIC2:
5’-AAG TAAGTG ACT GGG GTG AGC G-3’.Se utilizaron
condiciones estandar en la PCR. Los pardametros empleados
fueron: una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos,
seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 minu-
to, temperatura de hibridacion a 45°C por 1 minuto, y una
extension a 72°C por 2,5 minutos, con una extension final a
72°C por 7 minutos (4).

REP-PCR: se empled un iniciador que hibrida con las se-
cuencias repetitivas palindrdmicas extragénicas (secuencias
REP) cuya secuenciaes REP 1: 5’-GCG CCG ICATGC GGC
ATT-3’ Se utilizaron condiciones estandar en la PCR. Los
pardmetros empleados fueron: desnaturalizacion de 95°C por
1 minuto, seguidos de 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 38°C
por 1 minuto y 65°C por 8 minutos, con una extension final de
65°C por 15 minutos (6,7) (Figura 1).

Criterios de interpretacion:

Las cepas fueron agrupadas segun las relaciones clonales, esta-
blecidas por ambas técnicas. Se utilizo la clasificacién de inter-
pretacion establecida por Tenover et al. Fundamentada en los
eventos genéticos como mutaciones puntuales, inserciones 6
deleciones que pueden ocurrir de manera espontanea y al azar
que pueden alterar el patrén de bandas (8).
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Figura 1. Iniciador REP- PCR hibrida especificamente con
secuencias REP distribuidas aleatoriamente en el
cromosoma bacteriano. Mdltiples fragmentos de diferen-
tes longitudes son amplificados. Los fragmentos amplifi-
cados son separados por tamafio y carga, obteniéndose un
unico perfil REP-PCR, el cual contiene multiples bandas
de varios tamafios e intensidad.

Resultados

En el Centro Médico de Caracas se determiné que 4 cepas las
25,35,40y 43 eran clones genéticamente relacionados (Figu-
ra 2-A), todas estas cepas fueron aisladas de pacientes ubica-
dos en el area de hospitalizacion y 3 asociadas a sepsis. El
perfil de resistencia de estas cepas relacionadas genéticamente
es variable (Tabla 1).

En laPoliclinica Metropolitana se encontraron un grupo de clones
de E. coli estrechamente relacionados, estés son la 51,52,57,58
y 59. Las cepas 51 y 52, fueron clasificadas como aislados
genéticamente indistinguibles, al igual que las cepas 57 y 58
(Figura 2-B). Los perfiles de resistencia entre las cepa 51/52 y
57/58 son idénticos. Las cepas fueron aisladas en pacientes ubi-
cados en las areas de Hospitalizacién, Unidad de Terapia Infan-
til y Unidad de Terapia de Adultos. Los perfiles de resistencia
entre las 5 cepas, varian por la presencia de resistencias a
Trimetoprima/ Sulfametoxazol en las cepas 51y 52, y la falta de
resistencia a Ampicilina/Sulbactam de la cepa 59 (Tabla 1).

Tabla 1: Cepas de E. coli y K. pneumoniae con relacion clonal, establecidos por REP-PCR y ERIC-PCR, pertenecientes a 4

centros de salud del a&rea metropolitana de Caracas.

Genero N° Origen Tipo de Centro de Perfil de resistencia
Cepa de los muestra salud
aislados
E. coli 25 HP Sangre cMm.c AMP, ATM, CAZ, CTX, CRO
E. coli 35 HP Orina cMC AMP, SXT, CIP
E. coli 40 HP Sangre cMmcC AMP, ATM, CAZ, CTX, CRO,
SAM, MEN, SXT, CIP
E. coli 43 HP Sangre cmc cIp
E. coli 51 HP Bilis P.M AMP, CAZ, CTX, KF, PIP, SAM,
SXT, CIP
E. coli 52 HP Sec.Herida P.M AMP, CAZ, CTX, KF, PIP, SAM,
operatoria SXT, CIP
E. coli 57 UTIN Lavado P.M AMP, CAZ, CTX, KF, PIP, SAM,
bronquial CIP
E. coli 58 UTA Secrecion P.M AMP,CAZ,CTX,KF,PIP,SAM,CI
endotraqueal P
E. coli 59 UTIN Sonda de Foley P.M AMP, CAZ, CTX, PIP, KF, CIP
E. coli 159 UCIN Sonda HD.L AMP, ATM, CTX, KF, C, TE
E. coli 162 UCIN Secrecion HD.L AMP, ATM, CTX, KF, SXT, CIP,
TE
E. coli 182 UCIN Lig. HD.L AMP, ATM, KF, C, SXT, TE
Peritoneal
E. coli 196 HP Orina HD.L AMP, SXT, CIP,TE
E. coli 198 HP Orina HD.L AMP, SXT, CIP, TE, C
K. 101 UTA Secrecion HIMV AMP, ATM, CAZ, CTX, FEP, KF
pneumoniae
K. 112 CIR Secrecion HJIMV AMP, ATM, CAZ, CTX, FEP, KF
pneumoniae

HP: hospitalizacién; UTIN: Unidad de Terapia Infantil; UTA: Unidad de Terapia de Adulto; UCIN: Unidad de Cuidados Intermedios; CIR: Cirugia. AMP:
Ampicilina; CAZ: Ceftazidima; CTX: Cefotaxime; CRO: Ceftriaxone; KF: Cephalotin; PIP: Piperacilina; SAM: Ampicilina/Sulbactan; FEP: Cefepime;
CIP:Ciprofloxacina; MEN: Meropenen; SXT: Sulphamethoxazole/Trimethoprim ; C: Cloranfenicol; TE: Tetraciclina C.M.C: Centro Médico de Caracas; P.M:
Policlinica Metropolitana; H.D.L: Hospital “Dr. Domingo Luciani”; H.J.M.V: Hospital “Dr. José Maria Vargas”.
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Figura 2-A. Patrones de bandas obtenidas con ERIC-PCR,
de los aislados provenientes de la Policlinica Metropolita-
na de Caracas. Carril 1: marcador de peso molecular 1kb;
carril 2: E. coli 51; carril 3: E. coli 52; carril 4: E. coli 54 ;
carril 5: E. coli 55 ; carril 6: E. coli 57; carril 7: E. coli 58;
carril 8: E. coli: 59; carril 9:E. coli 60; carril 10: E. coli 61.

Figura 2-B. Patrones de bandas obtenidas a través de REP-
PCR, de los aislados nosocomiales de la Policlinica Me-
tropolitana de Caracas. Carril 1: Marcador de peso
molecular 1 kb; carril 2: control negativo; carril 3: E. coli
51, carril 4: E. coli 52; carril 5: E. coli 57; carril 6: E. coli
58; carril 7: E. coli 59; carril 8: E. coli 60; carril 9: E. coli
61; carril 10: E. coli 62; carril 11: E. coli 55; carril 12: E.
coli 64.

En el Hospital “Dr. José Maria Vargas” se encontraron cepas
de Klebsiella pneumoniae, cepas 101 y 112 que presentaron
una estrecha relacion clonal. El fenotipo de resistencia entre
ambas es idéntico, indicativo de su relacion clonal (Tabla 1).

En el Hospital “Dr. Domingo Luciani” se encontraron 3 cepas
de E.coli 182, 196 y 198 clasificadas por ERIC-PCR como
relacionados clonalmente y por REP-PCR como aislados con
una posible relacion clonal. Los perfiles de resistencia entre
las tres cepas varian por la resistencia a cefalotina, aztreonam,

cloramfenicol,cepa 182 y ciprofloxacina, 196 y 198. Estas ce-
pas fueron aisladas de la Unidad de Cuidados Intermedios
(U.C.1.) y de Hospitalizacion. Asi mismo se encontraron 2 ce-
pas de E. coli, cepas 159 y 162 clasificadas por ERIC-PCR
como de una estrecha relacion clonal y por REP-PCR como
con una posible relacidn clonal. Estas 2 cepas fueron aisladas
de la U.C.1. y presentaron un perfil de resistencia similar, a
excepcion de las resistencias a cloramfenicol, trimetropina/
sulfametoxazol y ciprofloxacina (Tabla 1).

Discusion

Cuando varios aislados son clasificados como genéticamente
indistinguibles, mediante un método de tipificacion molecular,
se puede asumir que estos derivaron recientemente de un ancestro
comun, a través de una cadena de eventos relacionados.

Segun nuestros resultados, la tipificacion molecular reveld una
considerable variabilidad genética entre las cepas de la mis-
ma especie. No se detect6 diseminacion de clones bacterianos
entre los hospitales que conformaron nuestro estudio.

En el Centro Médico de Caracas y en la Policlinica Metropo-
litana se encontraron clones en diferentes servicios, sugirien-
do la diseminacion de clones bacterianos dentro de los cen-
tros de salud.

Nuestros resultados nos permiten inferir como se estan dise-
minando los determinantes de resistencia. La mayoria de las
cepas analizadas presenta variabilidad en sus perfiles de re-
sistencia y en su mayoria presentan variabilidad genética
cromosomal. Ambos resultados sugieren, que en los cuatros
centros hospitalarios, la diseminacion de los determinantes de
resistencia principalmente no es por la propagacién de clones
bacterianos sino por via horizontal.

Asi mismo, las cepas relacionadas clonalmente presentan di-
ferencias en los fenotipos de resistencia, sugiriendo una ad-
quisicion de los determinantes de resistencia por via horizon-
tal, posiblemente via pldésmidos conjugativos portadores de
genes de resistencia. Las cepas clonalmente relacionadas en-
contradas en el Centro Médico de Caracas, que poseen perfi-
les de resistencia diferentes, representan una prueba que apo-
ya nuestra proposicion.

- Latipificacion molecular revel6 una considerable variabi-
lidad genética entre las cepas de E. coli y K. pneumoniae

- Enel Centro Médico de Caracas y en la Policlinica Metro-
politana se encontraron clones diseminados en diferentes
servicios de los centros de salud.

- Enlos cuatros centros hospitalarios, la diseminacion de los
determinantes de resistencia no pareciera ser por la propaga-
cion de clones bacterianos sino por transferencia horizontal.
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