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Resumen

Antecedentes. Las enterobacterias, antafio flo-
ra normal del tracto gastrointestinal, han cam-
biado su biologia y emergido como agentes
patdgenos nosocomiales que se tornan resisten-
tes a los antibidticos conocidos.

Objetivo. Realizar la caracterizacion
epidemioldgico-molecular de 20 aislamientos de
Enterobacter cloacae resistentes a
cefalosporinas de tercera generacion; provenien-
tes de un hospital de tercer nivel de Bogota-Co-

lombia.

Recibido:05/08/05/

Enviado a pares: 19/08/05/

Material y métodos. Los aislamientos fueron
identificados mediante sistemas automatizados
Microscan y VITEK, se utilizo6 el Enterobacter
asbureae como control externo inter-especie.
La confirmacion de resistencia se hizo por téc-
nica de difusion en agar, y una vez establecida
se realizo6 BLEE para comprobacion. La deter-
minacion de puntos isoeléctricos se hizo, me-
diante lisis por ultrasonido y la genotipificacion
mediante la metodologia para bacterias Gram-
negativas propuesta por Versalovic.

Resultados: Los aislamientos colectados
durante un afio fueron causantes de 15 casos
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de infeccion Intrahospitalaria y dos coloniza-
ciones. Todos los aislamientos presentaron
resistencia a cefotaxima, ceftazidima,
ceftriaxona, aztreonam y ciprofloxacina,
95% a amikacina, gentamicina y cloranfenicol,
75% a trimetoprim/sulfametoxazol, 20% a
cefepime y todos fueron sensibles a imipenem.
Dos aislamientos fueron confirmados como
productores de a-lactamasas de espectro ex-
tendido (BLEE) por la técnica microbiologica
de disco combinado. Por isoelectroenfoque
presentaron dos a-lactamasas con puntos
isoeléctricos (pl) de 5,4y 8,2. Enlos 18 aisla-
mientos no inhibidos por acido clavulanico, se
detectaron entre 2 y 4 a-lactamasas con pl
de 5,4; 6,0; 7,0; 8,2 y mayor que 8,2; la resis-
tencia a cefalosporinas de tercera generacion
podria ser atribuida a la hiperproduccion de
AmpC; los valores de pl sugieren la produc-
cion simultanea de a-lactamasas tipo SHV y
TEM. La genotipificacion mediante tres
metodologias de rep-PCR (ERIC; REP y
BOX) agrup6 la poblacion estudiada en siete
clones: seis constituidos por un solo aisla-
miento y el clon predominante E1/B1/R1 agru-
p6 14 aislamientos causantes de infeccion en
diez pacientes.

Conclusion. Se identificé un clon de
Enterobacter cloacae multirresistente, en-
démico en una institucion de tercer nivel en
Bogota, causante de infeccion nosocomial y
quirurgica en particular.

Palabras clave: enterobacter cloacae,
cefalosporinas, a-lactamasas, isoeléctricos
(Mezclas anfoliticas), clones (células
clonares), infeccién nosocomial (infeccion
hospitalaria).

Summary

Background. Enterobacter species were

normal in gastrointestinal tract, but nowadays, its
biology has changed and there are nosocomial
agents with antibiotics resistance.

Objective. To make an epidemiological and
molecular characterization of 20 isolates of
Enterobacter cloacae with third generation
cephalosporin resistance, from a hospital of third
level in Bogota-Colombia.

Material and methods. Isolates were identified
with Microscan and VITEK, Enterobacter
asbureae was utilized as an inter-specie control.
Resistance was confirmed by agar diffusion and
by BLEE techniques. Isoelectric points were
determined by ultrasound lyses and genotypication
by Versalovic’s system for gram negative bacteria.

Results. The isolates collected over the course of
a year caused 15 cases of intra-hospital infection
and two colonisations. All isolates presented
resistance to cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxone,
aztreonam and ciprofloxacin, 95% to amikacin,
gentamicin and chloramphenicol, 75% to trime-
thoprim/sulphamethoxazole, 20% to cefepime and
all were sensitive to imipenem. Two isolates were
confirmed as extended spectre a-lactamase
(ESBL) producers by microbiological combined disk
technique; two a-lactamases having 5.4 and 8.2
isoelectric points (pl) were presented by isoelectric
focusing. Between 2 and 4 a-lactamases having
5.4, 6.0, 7.0, 8.2 and >8.2 pl were detected in the
18 isolates which were not inhibited by clavulanic
acid. Third-generation cephalosporin-resistance
was attributed to AmpC hyper-production; pl values
suggested simultaneous SHV and TEM a-
lactamase production. Genotyping by three rep-
PCR methodologies (ERIC, REP and BOX)
grouped the population studied into 7clones; 6 were
constituted by a single isolate and the predominant
E1/B1/R1 clone grouped 14 isolates causing
infection in 10 patients. This work led to a
multiresistant Enterobacter cloacae clone being
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detected, considered endemic for the institution,
in the studied surgical patients it was una
predominantly cause of intrahospital infection.

Conclusion. We detected a clone of Entero-
bacter cloacae with multi-cephalosporin
resistance, has an endemic strain in a hospital of
third level in Bogota, who caused nosocomial
infection, in special of surgical patients.

Key words: enterobacter cloacae, cephalos-
porins, beta-lactamases, ampholyte mixtures,
clone cells, infection, cross infection.

Introduccion

Enterobacter cloacae hace parte de la flora
normal del tracto gastrointestinal; sin embargo,
en los ultimos afios ha emergido como un patd-
geno nosocomial importante, causante de infec-
cion en salas de cirugia, unidades de quemados
y de sepsis neonatal (1-3). Adicionalmente, la
aparicion rapida de resistencia a determinados
antibidticos durante la terapia antimicrobiana
puede llegar a ser un problema serio (3,4). En
general se acepta que la hiperproduccion de una
cefalosporinasa codificada por el gen AmpC es
el mecanismo mas frecuente de resistencia a
7u-metoxi-cefalosporinas y monobactamicos, no
solo de Enterobacter cloacae sino de otras es-
pecies de Enterobacter y enterobacterias como
Citrobacter y Serratia (5,6). Esta a-lactamasa
generalmente esta codificada en el cromosoma
y usualmente no se transfiere a otras bacterias
(7). Otro mecanismo frecuente de resistencia a
antibioticos a-lactamicos en enterobacterias es
la produccién de a-lactamasas de espectro ex-
tendido (BLEE). Estas enzimas inicialmente se
identificaron en Klebsiella spp.y en
Escherichia coli, se derivan en su mayoria de
las a-lactamasas tipo TEM y SHV y general-
mente estan codificadas por plasmidos (7,8). La
identificacion de enterobacterias productoras de
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BLEE que adicionalmente producen AmpC
inducible o constitutiva, ha aumentado en todo
el mundo; en estas especies la deteccion de
BLEE mediante el efecto inhibitorio de acido

clavulédnico es dificil y depende del nivel de pro-
duccidn de la enzima cromosomal (9-11).

Para la tipificacion de Enterobacter cloacae con
fines epidemioldgicos se han usado métodos ba-
sados en caracteristicas fenotipicas, tales como
biotipificacidén, analisis de antibiograma,
serotipificacion y fagotipificacion. Algunas de
estas técnicas no son lo suficientemente sensi-
bles para distinguir entre diferentes cepas y otras
no son fAciles de realizar en el laboratorio (12,13).
Se han utilizado la ribotipificacion y la
electroforesis en gel por campo pulsado para la
tipificacion de Enterobacter cloacae por su buen
poder de discriminacion (2,13); sin embargo es-
tas técnicas son laboriosas y consumen mucho
tiempo. La introduccion de técnicas como rep-
PCR, basadas en la amplificacion por PCR de
secuencias repetidas, han facilitado la tipificacion
de diversos microorganismos ya que reducen los
costos y el tiempo de los analisis (14-16).

En este trabajo se tuvo como objetivo caracte-
rizar epidemiologica y molecularmente, mediante
rep-PCR, aislamientos de Enterobacter
cloacae asociados con infeccion preferiblemente
intrahospitalaria, provenientes de un centro hos-
pitalario de tercer nivel de complejidad y suge-
rir el posible mecanismo involucrado en la resis-
tencia a a-lactamicos en estos aislamientos.

Material y métodos

Aislamientos bacterianos. Se estudiaron 20
aislamientos de Enterobacter cloacae resisten-
tes a cefalosporinas de tercera generacion, re-
colectados desde abril de 2001 hasta abril de
2002, provenientes de 16 pacientes del Hospi-
tal Universitario Clinica San Rafael de Bogota.
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Figura 1. Huellas genémicas, obtenidas por REP-PCR, de 20 aislamientos de Enterobacter cloacae. M:

marcador de peso, pUC18 y fragmentos de fX174 /Haelll. E: Enterobacter asbureae. Los carriles del 1 al 6,

9al 12, 15, 19y 20 corresponden al clon E1/R1/BI.

Los aislamientos fueron identificados por los sis-
temas automatizados MicroScan y VITEK. Se
incluyd un aislamiento de Enterobacter
asbureae como control externo interespecie
para la validacion de la caracterizacion molecular
por rep-PCR (17) (Figura 1) .

Pruebas de susceptibilidad. El antibiograma
se realizo por el sistema MicroScan (panel 13)
del hospital, posteriormente se repitio en el la-
boratorio de epidemiologia molecular del Insti-
tuto de Biotecnologia de la Universidad Nacio-
nal de Colombia (IBUN) mediante la técnica de
difusion en agar con discos (Oxo0id®) de
gentamicina, amikacina, ciprofloxacina,
trimetoprim/sulfametoxazol, cloranfenicol,
imipenem y cefepime. En el antibiograma se in-
cluyeron tres cefalosporinas de tercera genera-
cion: cefotaxima, ceftazidima y ceftriaxona, y el
monobactamico aztreonam. A los aislamientos
que presentaron resistencia por lo menos a una
cefalosporina de tercera generacion o al
aztreonam, se les realizo la prueba de confirma-
cion para BLEE.

Como no se han establecido metodologias
microbiologicas estandar para la confirmacion

de BLEE en esta especie bacteriana, se utilizo
la técnica recomendada por la NCCLS (18) para
Klebsiella pneumoniae, oxitoca'y E. coli como
han sugerido otros autores (11). Se utilizaron
discos (Ox01d®) de ceftazidima y cefotaxima,
solos y en combinacion con acido clavuldnico.
Como controles para evaluar la calidad de los
sensidiscos se utilizé la cepa de Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 y la cepa de
Escherichia coli ATCC 25922.

Determinacion de puntos isoeléctricos. Los
extractos crudos de las a-lactamasas se obtu-
vieron mediante lisis por ultrasonido de las célu-
las bacterianas cultivadas en 10 ml de caldo
tripticasa soya con cefotaxima (10 pg/ml); se
utiliz6 un sonicador de vastago Vibra Cell (Sonic®)
auna amplitud de 35% con tres ciclos de pulsos
durante 30 segundos, con intervalos de dos mi-
nutos. Los extractos se analizaron por isolectro-
enfoque en geles de poliacrilamida con un rango
de pH entre 3,5 y 10 (ampholite-Bio-Rad ®) (19)
usando el equipo manual mini-IEF (Bio-Rad®).
Las a-lactamasas se detectaron colocando so-
bre los geles una hoja de papel Whatman im-
pregnada con solucion de nitrocefin (100 pg/ml)
(Ox01d®). Los valores de pl se determinaron
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por comparacion con a-lactamasas de pl cono-
cidos 5,4 (TEM-1), 7,6 (SHV-1), 7,8 (SHV-7),
8,2 (SHV-5) y el marcador pretenido con pl 4,75;
7,0y 9,6 (IEF-standard-Bio-Rad®) (19).

Genotipificacion por rep-PCR. La obtencion
del ADN total de los aislamientos se realizo si-
guiendo la metodologia propuesta por Versalovic
para bacterias gram-negativas (16). La cuantifi-
cacion del ADN obtenido se realizo por compa-
racion de la intensidad fluorescente de dilucio-
nes de la muestra frente a cantidades conocidas
de ADN de fago lambda, teiiidas con bromuro
de etidio y separados por electroforesis en un
minigel de agarosa (20). Posteriormente el ADN
se almacenod a-20°C hasta la realizacion de la
rep-PCR.

Para la obtencion de las huellas genoémicas se utili-
zaron tres metodologias de rep-PCR con tres con-
juntos diferentes de iniciadores correspondientes a
secuencias repetidas bacterianas (15,16). Para rep-
PCR (secuencias repetidas palindromicas
extragénicas), los iniciadores: REP1R-dt 5'—
IIINCGNCGNCATCNGGC-3" y REP2 5°—
NCGNCTTATCNGGCCTAC-3’ (15,16). Para
ERIC-PCR (secuencias consenso intergénicas re-
petidas enterobacteriales), los iniciadores: ERIC1 5
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’ y ERIC2
5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’(16)y
para BOX-PCR (secuencias en mosaico del ele-
mento BOX) el iniciador: BOXAIR 5°-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’(15). To-
dos los iniciadores fueron sintetizados por Invitrogen.

Las condiciones de amplificacion fueron modi-
ficadas de protocolos publicados (14,15,17), las
cuales incluyeron disminucién de la concentra-
cion de dNTPs y adicién de BSA en las tres
metodologias; adicionalmente se aumento el va-
lor de la temperatura de asociacion tanto para
rep-PCR como para BOX-PCR. En el
termociclador iCycler (Bio-Rad ®), se amplifica-
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ron 100 ng de ADN en un volumen final de reac-
cion de 25 pl, que contenia 200 uM de cada ANTP,
6 mM de cloruro de magnesio, 2 mM de cada
iniciador, 2 mg/ml de BSA, dimetilsulfoxido (5%
para rep-PCR y 10% para ERIC-PCR y BOX-
PCR®), buffer para PCR 1X, dos unidades de
Tag-DNA polimerasa (Invitrogen®). La ampli-
ficacion para rep-PCR se realizd con un paso
inicial de desnaturalizacion de (94°C, 7 minutos)
y luego 30 ciclos de: desnaturalizacion (92°C,
30 segundos), asociacion (60°C, 1 minuto) y ex-
tension (70°C, 3 minutos) seguidos por un paso
de extension final (70°C, 8 minutos). Para
ERIC-PCR: desnaturalizacion inicial (94°C, 7
minutos), luego 30 ciclos de: desnaturalizacion
(92°C, 30 segundos), asociacion (52°C, 1 minu-
to) y extension (70°C, 3 minutos) seguidos por
extension final (70°C, 8 minutos). Para BOX-
PCR desnaturalizacion inicial (95°C, 2 minutos),
luego 30 ciclos de: desnaturalizacion (92°C, 30
segundos), asociacion (60°C, 1 minuto) y exten-
sion (65°C, 8 minutos) seguidos por extension
final (65°C, 8 minutos).

La evaluacion de 1a PCR se realizé por electrofo-
resis en geles de agarosa al 2% con Buffer
TBE 0,5X a 4,6 v/cm, posteriormente los geles
fueron tefiidos en solucion de bromuro de etidio
1 mg/ml. Los patrones de bandas fueron regis-
trados en el sistema Gel-Doc System (Bio-
Rad®). El analisis de las huellas gendmicas ob-
tenidas con las tres metodologias se realizé con
el software NTSY Spc version 2.0 mediante una
matriz de presencia ausencia utilizando el algo-
ritmo de agrupamiento UPGMA (unweighted
pair group meted with arithmetic averages).

Informacion clinica. La recoleccion de la in-
formacion clinica se llevo a cabo mediante una
ficha elaborada para este estudio, fecha de in-
greso, género, edad, hospitalizacion previa, fe-
cha de coleccioén del aislamiento, fuente, tipo de
infeccidn, servicio en los que se aislo el micro-



Rev Fac Med Univ Nac Colomb 2005 Vol. 53 No. 3

IVYNIDIHO
NOIOVOILS3ANI

“JUIUDILSANAIND SOPIUIALIJUL SOIUDIIDy, 5 "OIUDTUD]SID [2P UO1DID]0I2.1 £ 21ud10Dd ]2p UQISTUPD D] d.43Ud SDI(] SIF/PY SDIT
“DOUDWOUISD DIWDLDIODG (Y DIISINAND DPLIDE] XD DPL ‘DULJUL DUIDIPIJN ‘[ SOLIDUOAO0D SOPDPIND pyply) 2D/ ‘SOAISUdIUL SOpPpIND ap popruf) [D/]
STOON D] op Op1Ipuaixa 0.4302dsa ap spspup1ov] -p vavd v110ppuLirfitod vqan.id v ua soanisod soju1UD]SIY JT T+

12y XeD YO ‘ze) D XS OLd ‘dD YV ‘wn A 19/14/1d eHolW I 1S 1IN eLIRULI) 20/70/8¢ YYTE /9T 5
ad) 92y xe) YO ‘ze) D IXS 9Ld ‘dD NV ‘wo A 19/19/1d eHol I IS eSojogeN X0 'epH 20/£0/9C €LTT /ST s
12y XeD ‘YO Zze) D IXS OLd ‘dD v ‘wn A Tag/£dpa eHoly 61 ON IN eIwoIo)oeyg T0/20/L1 8TTI /¥1

1ZV XeD) ‘Y 78D D XS ‘dD YV ‘wo I 9g/L4/99  euolp 9 ON 00N ugweziuo)  zo/1o/1s 4128 /€1
ad) 9zv xeD Yo zed D ‘o1d ‘dD NV ‘wo I L9/99/89  euololy 1 ON 00N BLRUL)  Z0/10/0€  488L /Tl
od) 9zv Xe) ‘YO 78D D 0Ld ‘dD NV ‘wH A 19/19/zd eHolo I 1S o0oNn BruaIo)ORyg 20/10/1¢ SPS /TTax
12y Xe) YO ‘ze) D WIS 0Ld ‘dD v ‘wo A 191914 eHol I IS eSojoyeN xQ epH 20/10/80 VLT /0T %
12y XeD ‘YD ‘ze) D XS 9Ld ‘dD Vv ‘wn Al pE/S¥9/Ld e 11 ON erSojownaN BLIBULI) 10/60/2C 6¥9L/6

12V ‘Xe) ‘YO ze) D IXS ‘dD v ‘wn A T/19/1d duen 4 IS IN BLIBULI) 10/80/LC 89 /8

1ZV xeD) ‘Yo ‘ze) D OLd ‘dD) IV ‘wn A 1919/ RIRENVAY 1% IS epadouQ xQ epH 10/80/L1 0959 /L
odD 9zv “xe) YO ‘Ze) D XS 9Ld ‘dD VY ‘WH A 19/1W/1d QMo I IS SeIoudsIN xQ epH 10/80/€0 01T9 /9
1Zy XeD ‘Yo ‘zen D 9Ld ‘dD M  sd/cd/sd eroby I IS eSojogeN vd 10/L0/€T S€6S /S
12y XeD) YO ‘ze) D WIS 0Ld ‘dD v ‘wo I ca/pd/cd  eHob I ON  SBIOUASI)  UQIOBZIUO[OD) 10/L0/9T LYLS /v
od) 9z *xeD ‘PO Ze) D XS OLd ‘dD NV ‘WwH A 1g/19/1d eHoly 4 IS 20N "X BpH 10/L0/11 929 /€
1Zy ‘Xe) ‘YO ze) D xS 0Ld ‘dD Ny ‘won A 191914 8L ON 0N Ie[noQ 10/80/61 €659 /Trex
12V ‘Xe) ‘YO ‘ze) D XS 9Ld ‘dD YV ‘wo A 1€/1914 91 ON DN 'xQ "BpH 10/90/81 €S6Y /Tux

12V XeD ‘YO Ze) D XS ALd ‘d) Ny ‘wo A 1ETI/1d duen S ON DN X0 "epH 10/90/L0 9T8% /T

1z XeD ‘Yo ‘zed D XS ‘0Ld ‘d) v ‘wn A 191914 6C ON 0N "XQ "epH 10/50/20 L98E /Tsex

12y Xe) YO ‘ze) D XS OLd ‘d) Vv ‘wo A 19/1914d 9T ON 0N 'XO "epH 10/40/0€ YT8E /s

12y XeD ‘YO ze) D IXS OLd ‘dD v ‘wn A 19/T9/1d  duenp T ON 0N "XQ "BpH 10/40/8C L8LE /Tsx
ummm d/d/4 mm<\€< &Tro.:m =©_uuo.w=~ :Euuw—cu ‘ISIV 9p ON

Nﬂﬁmacho_.ﬂma:ﬂ BIOUIIISAI dp S9[IJI9d 9P |[IRER | wonﬁun—oh om@hwmm m&mﬁ .A—mcm omum?-em op c&wﬁ 9P eyddyg \@uﬁo_o&m

2DOD0]D 42]ODQOLDIUT 2P SOJUIUID]SID SO] dP DINOIGIUD DIDUDISISAL 2P A S0D11192]2051 sogund ap sajifiad ‘sodi-da. ‘sod1u1]o SO 1 BIqR],



yd

INVESTIGACION

ORIGINAL

Enterobacter cloacae multirresistentes

organismo y condiciones de egreso.

Para el andlisis de la informacion obtenida se cred
una base de datos en Excel, con datos clinicos,
bioquimicos y moleculares. Se hizo una presenta-
cion descriptiva de datos, y en los casos que se
obtuvo relevancia clinica se aplico la prueba exacta
de Fisher. Se realizo el analisis mediante el pro-
grama estadistico Stata version 6.0.

Resultados

Caracteristicas clinicas. El estudio incluyo
20 aislamientos de Enterobacter cloacae pro-
venientes de 11 hombres y cinco mujeres con
una edad promedio de 63 afos, las caracteris-
ticas clinicas de estos pacientes infectados o
colonizados se encuentran resumidas en la ta-
bla 1. Diecisiete de los 20 (85%) aislamientos
de Enterobacter cloacae se consideraron cau-
santes de infeccion nosocomial en concordan-
cia con lo descrito por el Center for Disease
Control and Prevention, Atlanta (21). Seis fue-
ron aislados de liquido peritoneal, cinco de he-
rida quirtrgica, cuatro de urocultivo, dos de
hemocultivo, uno de humor vitreo, uno de culti-
vo de trayecto catéter y otro de cultivo de biop-
sia. Tres aislamientos fueron considerados co-
lonizaciones, uno se aisl6 de un paciente hospi-
talizado en UCC, el segundo de un paciente de
nefrologia y el tercero fue considerado coloni-
zacion de origen extrahospitalario.

Nueve pacientes habian estado previamente
hospitalizados desde uno hasta 90 dias.
Adicionalmente nueve pacientes fueron someti-
dos a cirugia y de estos siete fueron dados de
alta y reingresaron con diagnostico de infec-
cion nosocomial. Seis de los 16 pacientes mu-
rieron en el hospital, cuatro por causas atribuibles
a la infeccion intrahospitalaria. Se encontr6 aso-
ciacion entre la variable de herida quirargica
con la variable rep-Tipo (E1/B1/R1).
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Pruebas de susceptibilidad. Los resultados
del antibiograma se muestran en la Tabla 1. To-
dos los aislamientos presentaron resistencia a
cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, aztreonam
y ciprofloxacina, 95% a amikacina, gentamicina
y cloranfenicol, 75% a trimetoprim/sulfame-
toxazol, 20% a cefepime y todos fueron sensi-
bles a imipenem. En la prueba confirmatoria para
BLEE solamente dos de los 20 aislamientos pro-
dujeron a-lactamasas inhibidas por acido
clavulénico.

Determinacion de puntos isoeléctricos. Los
perfiles de puntos isoeléctricos (pl) obtenidos para
cada uno de los aislamientos se muestran en la
Tabla 1. No fue posible precisar los valores supe-
riores a 8,2 debido al estrecho margen de sepa-
racion entre 8,2 y 9,6 de los marcadores utiliza-
dos. Los 18 aislamientos no inhibidos por acido
clavulanico, produjeron una a-lactamasa con pl
mayor que 8,2 que corresponderia a la cefalos-
porinasa AmpC. Los dos aislamientos confirma-
dos, por la prueba de disco combinado, como pro-
ductores de BLEE presentaron dos valores de
puntos isoeléctricos: 5,4 y 8,2 (perfil de pls: I); el
aislamiento correspondiente al paciente remitido
de otro centro hospitalario present6é dos pl: uno
de 5,4 y otro mayor que 8,2 (perfil de pls: II); un
aislamiento presento tres pl: 6,0; 8,2 y mayor que
8,2 (perfil de pls: I1I) y otro presentd tres pls con
valores de 5.4, 6.0 y mayor que 8.2 (perfil de pls:
IV). Catorce de los 15 aislamientos estrecha-
mente relacionados presentaron el perfil de pun-
tos isoeléctricos V (pls: 5,4; 6,0; 7,0 y mayor que
8,2) y el restante presento el perfil VI (pls: 6,0;
7,0; 8,2 y mayor que 8,2.

Genotipificacién por rep-PCR. Las relacio-
nes genéticas entre los 20 aislamientos de
Enterobacter cloacae fueron investigadas por
rep-PCR utilizando tres conjuntos diferentes de
iniciadores. Los resultados se muestran en la
tabla 1. REP y BOX-PCR agruparon los aisla-
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Figura 2. Dendrograma obtenido con los resultados de REP-PCR. E: Enterobacter

asbureae, grupo externo. R1 al R7 grupos clonales.

mientos en siete diferentes grupos clonales, para
rep-PCR (R1 al R7) con un promedio de 20 ban-
das y para BOX-PCR (B1 al B7) con un pro-
medio de 17 bandas. ERIC-PCR los clasifico
en ocho grupos clonales (E1 al E8) con un pro-
medio de 13 bandas. Catorce aislamientos pro-
venientes de 10 pacientes presentaron patrones
electroforéticos idénticos y se consideraron con
rep-PCR y con BOX-PCR correspondientes al
mismo grupo clonal R1 y B1 respectivamente;
con ERIC-PCR, 13 de los 14 aislamientos pre-
sentaron patrones electroforéticos idénticos (E1)
y el aislamiento 545 (E1la) difiri6 en dos bandas
por lo que se considerd con este marcador como
estrechamente relacionado con E1. Nueve de
los 10 pacientes que presentaron los aislamien-
tos agrupados en el clon R1/B1/E1 habian sido
intervenidos quirtrgicamente y el otro paciente
presentd infeccion urinaria, este paciente habia
sido tratado por el servicio de nefrologia antes
de producirse la infeccion. Dos de los nueve
pacientes intervenidos quirtrgicamente, también
habian sido tratados por este servicio. Los seis
aislamientos restantes tuvieron perfiles
electroforéticos inicos por lo que cada uno se
considero un clon diferente. El analisis de agru-
pamiento realizado para los patrones de bandas
obtenidas con los tres conjuntos de iniciadores a

partir de una matriz de presencia-ausencia, me-
diante el algoritmo UPGMA permitio establecer
que el aislamiento de Enterobacter cloacae mas
alejado genéticamente del clon predominante
(E1/B1/R1) fue el aislamiento 827. El aislamien-
to de Enterobacter asbureae utilizado como con-
trol externo, el cual se analizé por duplicado con
los tres conjuntos de iniciadores siempre, se agrupo
a una gran distancia genética (Figura 2).

Discusion

La interpretacion de los resultados del
antibiograma permite dar una idea aproximada
de los mecanismos causantes de la resistencia a
las cefalosporinas de tercera generacion. Asi,
los 20 aislamientos de Enterobacter cloacae
fueron resistentes a cefalosporinas de tercera
generacion y al aztreonam, pero sensibles a
imipenem; por lo tanto se puede presumir que la
resistencia a estos a-lactdmicos es debida a la
accion de la cefalosporinasa AmpC o por BLEE
del tipo serin-proteasas. De otro lado, 15 de los
20 aislamientos (80%) fueron sensibles a
cefepime lo cual permite suponer que el meca-
nismo de resistencia mas probable en estos ais-
lamientos es la hiperproduccién de AmpC ya que
esta enzima generalmente tiene baja capacidad
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hidrolitica sobre cefalosporinas de cuarta gene-
racion. Mediante isoelectroenfoque, en 18 ais-
lamientos se observo la produccion de a-
lactamasas con puntos isoeléctricos mayores a
8.2 valores que se han informado como carac-
teristicos para diferentes AmpC (9,11). De esta
manera, con las pruebas microbioldgicas y
moleculares se puede sugerir que el mecanismo
mas probable de resistencia a antibioticos a-
lactamicos en los aislamientos estudiados fue la
hiperproducciéon de AmpC. Sin embargo, es fac-
tible que en todos los aislamientos estén presen-
tes otros mecanismos de resistencia. Asi, uno
de los cinco aislamientos resistentes a cefepime,
pudo confirmarse como productor de BLEE; en
los otros aislamientos es posible la produccion
simultanea de BLEE, con actividad hidrolitica
sobre cefepime y de la cefalosporinasa AmpC,
que al sobreexpresarse enmascara la deteccion
de BLEE; adicionalmente los aislamientos que
presentaron resistencia a amikacina y a
gentamicina, podrian producir concomitante-
mente algtin tipo de BLEE, ya que los genes de
resistencia a aminoglucosidos se han encontra-
do en plasmidos que contienen simultdneamen-
te genes codificadores de BLEE (23). Todos los
aislamientos fueron productores de 4-lactamasas
con puntos isoeléctricos que podrian correspon-
der a BLEE del tipo al tipo SHV y TEM, que
son la a-lactamasas mas frecuentemente infor-
madas en enterobacterias; sin embargo la posi-
ble hiperproduccion de AmpC por estas cepas
estaria enmascarando la accion de estas e im-
pidiendo su deteccion por la técnica de disco
combinado.

La deteccion de BLEE en Enterobacter sp.
hiperproductor de AmpC; es importante por que
permitiria controlar o descartar el uso de
cefepime como antibidtico de eleccion, ya que
algunas BLEE podrian hidrolizar a esta
cefalosporina de cuarta generacion (24)
Adicionalmente, es importante conocer si los
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aislamientos que sobreexpresan AmpC también
son productores de BLEE, puesto que estas
enzimas generalmente estan codificadas en
plasmidos, lo cual implicaria la posible transfe-
rencia horizontal, entre cepas y aun entre dife-
rente especies, de la resistencia a a-lactamicos
de espectro extendido y la corresistencia a otros
antibioticos codificada en estos plasmidos. La
corresistencia a aminoglucoésidos y fluoroquino-
lonas en aislamientos productores de BLEE y
de sus enzimas parentales, codificadas en
plasmidos, se ha documentado ampliamente para
otras enterobacterias como Klebsiella pneu-
moniae y Escherichia coli; adicionalmente se
ha descrito la transferencia de este tipo de
plasmidos entre especies (25,26).

La expresion de BLEE en dos de los aislamien-
tos, confirmada mediante la prueba de disco
combinado, descarta la hiperproduccion de
AmpC como mecanismo de resistencia a a-
lactamicos. Estas cepas pudieron haber adquiri-
do plasmidos con genes codificantes de BLEE,
transferidos desde el ambiente hospitalario o te-
ner esta informacion como parte de su haber
genético antes de iniciar la terapia antimicrobiana
y por consiguiente su resistencia a a-lactamicos
pudo deberse a la expresion de BLEE que im-
plica un menor “costo bioldgico” para la bacte-
ria que la hiperproduccion de AmpC (9).

Los resultados de la tipificacion por las tres
metodologias de rep-PCR fueron concordantes.
Sin embargo los patrones electroforéticos obte-
nidos con ERIC-PCR fueron mas dificiles de
interpretar debido a la intensidad variable de las
bandas y a que la reproducibilidad estuvo mas
condicionada a la variacion de la concentracion
del ADN molde, limitaciones probablemente aso-
ciadas con la naturaleza de los iniciadores; Wong
y colaboradores (27) informan las mismas difi-
cultades con esta técnica para Vibrio parahe-
molyticus, en este estudio los autores conclu-
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yen que ERIC-PCR tiene un buen poder
discriminatorio pero tiene menor reproducibilidad
con relacion a la variante rep-PCR. Sin embar-
go, otro estudio llevado a cabo en Grecia por
Tzelepi (11) sugiere el uso de ERIC-PCR en la
tipificacion de Enterobacter cloacae y
Enterobacter aerogenes de origen hospitalario
productores de BLEE.

El hecho de que el aislamiento 5747 obtenido de
un paciente remitido de otra institucion presen-
tara un patron electroforético diferente al clon
endémico, permite afirmar que las tres
metodologias aplicadas en este trabajo discrimi-
nan aislamientos de la misma especie no rela-
cionados epidemiologicamente.

La tipificacion de Enterobacter cloacae con
BOX-PCR no se habia informado hasta el mo-
mento, aunque esta metodologia se ha aplicado
a otros microorganismos como Streptococcus
pneumoniae, Burkholderia cepacia y
Enterococcus faecalis, los autores de estos tra-
bajos concuerdan en afirmar que esta metodo-
logia tiene un adecuado poder de discriminacion
y buena reproducibilidad (14,27,28). Coenye y
colaboradores (14) sefalan que esta metodolo-
gia puede ser una alternativa de tipificacion ra-
pida y menos costosa con respecto a técnicas
como la electroforesis en gel por campos pulsa-
dos. Los resultados obtenidos de este trabajo
permiten recomendar esta metodologia junto con
rep-PCR como sistemas adecuados de
tipificacion de Enterobacter cloacae, con bue-
na reproducibilidad y obtencion de resultados en
corto tiempo.

De otro lado, Cantdn (9) inform6 prevalencia de
clones endémicos de Enterobacter cloacae
multirresistentes, productores de BLEE, aisla-
dos durante 12 afios en diferentes areas de un
hospital de Espafa. En contraste, Tzelepi en el
Hospital Central de Grecia (11), encontré diver-

sos clones de Enterobacter cloacae los cuales
tenian plasmidos comunes que codificaban para
BLEE, en su mayoria del tipo SHV-5, y también
describi6 aislamientos de Enterobacter cloacae
hiperproductores de a-lactamasa cromosomal
AmpC que simultaneamente producen BLEE y
concluye que hay una diseminacién de plasmidos
y no de clones particulares. En nuestro estudio
la integracion de la informacion epidemioldgica
con los resultados de la tipificacion molecular
permiti6 detectar un clon endémico multirresis-
tente el cual tuvo una mayor asociacion con pa-
cientes intervenidos quirargicamente. Este clon
podria estar en diferentes unidades del hospital
por transmision cruzada, puesto que componen-
tes de este fueron aislados de pacientes atendi-
dos previamente por otro servicio. Los resulta-
dos obtenidos no permiten establecer la fuente
de contaminacion cruzada por lo cual se sugie-
re la realizacion de un estudio prospectivo
aleatorizado en la institucion hospitalaria, que
permita ubicarla. Los componentes de este clon
fueron resistentes a cefalosporinas de tercera
generacion muy posiblemente por hiperpro-
duccion de AmpC y en ellos también se sugiere
la produccion simultanea de BLEE.

Este trabajo resalta que la utilizacion de la biolo-
gia molecular, como herramienta de la epidemio-
logia clinica, contribuye al conocimiento de la
dinamica de las poblaciones bacterianas en el
ambiente hospitalario, lo cual es fundamental para
la implementacion de estrategias que conduz-
can al control de la infeccion hospitalaria y a la
contencion de la resistencia bacteriana.
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