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Typization of Klebsiella pneumoniae strains collected
from a immature pediatric ward by Mass
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Tipizzazione di stipiti di Klebsiella pneumoniae isolati in un reparto di pediatria immaturi
mediante Spettrometria di mazza MALDI-TOF

SUMMARY

Introduction. Klebsiella pneumoniae is often associated with nosocomial infections, especially in immature
pediatric wards and intensive care, where the prolonged hospitalization and invasive procedures increase the
risk.In this study we investigated the possibility of using MALDI-TOF mass spectrometry for the rapid
identification of bacteria and to be able to be used for epidemiological circulation of a particular strain of
Klebsiella pneumoniae in a pediatric ward immature at Mercy hospital of Prato and Dolce.

Materials and Methods. Twenty Klebsiella pneumoniae strains were isolated and analyzed
The isolates were collected from clinical specimens (7 urine, 12 stool samples, | skin swab) from |5 patients (9
females and 6 males) of the Department of Pediatrics, Hospital Misericordia and Dolce during the period from
May to November 2010. Samples were collected using eSwab containers for urine and swab the skin FecalSwab,
for fecal samples, and processed on suitable culture media with the Wasp system (Copan Italy Spa distributed
by ada Ltd.). Of all isolates were performed identification and susceptibility testing with the automatic Vitek2
(bioMérieux) at the time of isolation, then frozen at -20 °C in Trypticase Soy Broth with 20% Glycerol (Becton
Dickinson). Subsequently, the bacterial strains were thawed, subcultured on Columbia Blood Agar with 5% sheep
(BioMerieux), typed by means of MALDI-TOF (Shimadzu Axima - Biomerieux) and performed an antibiogram by
Kirby-Bauer method (Table 3) on Agar Mueller-Hinton (Liofilchem S.r.l.) and diskettes Bio-Rad. The spectra
obtained by MALDI-TOF were analyzed and compared with software-AgnosTec SARAMIS, used in our
laboratory, both for the identification of the strains for the construction of a dendrogram.

Results. Twenty strains of Klebsiella pneumoniae were studied. They were isolated from clinical specimens (7 urine,
12 stool samples, | skin swab) from 15 patients (9 females and 6 males) of the Department of Pediatrics. Of all
isolates was performed to identify and sensitivity with automaticVitek2 (bioMérieux) samples from Italian patients
and divided stranieri cosi: 570 endocervical swabs (71.2%), 98 urethral swabs (12.2%), 78 seminal fluids (9.8%),and
54 urine (6.8%).The number of female subjects was higher than those of males [629 (78.5%) vs 172 (21.5%)], the
average age of females was 38.4 + 12.2 years while that of males was 47.7 + 13.3 years. The prevalence of
urogenital pathogens was: |3 Tvaginalis positive (1.6%), 52 for M.hominis (6.5%), 64 for M.genitalium (8.8%), 18 for
C.trachomatis (2.2%), 2 for N.gonorrheae (0.2%) and 79 for U.urealyticum (9.9%): of all the 18 positive subjects were
positive for more than one pathogen, namely: | totaled 4 pathogens, pathogens 5 for 3 and 9 for 2 pathogens.
Conclusions.This study provides data on the prevalence of sexually transmitted diseases in the hospital in Prato.

INTRODUZIONE

Klebsiella pneumoniae ¢ spesso associata ad infe-
zioni nosocomiali specialmente in reparti pediatri-
ci immaturi e di terapia intensiva dove la prolun-
gata ospedalizzazione e le procedure invasive ne
aumentano il rischio [1].

In questo studio abbiamo valutato la possibilita di
usare la spettrometria di massa MALDI-TOF per
I’identificazione rapida dei batteri [2] [3] e poter
seguire ai fini epidemiologici la circolazione di un

particolare ceppo di Klebsiella pneumoniae in un
reparto di pediatria immaturi presso 1’ospedale
Misericordia e Dolce di Prato.

MATERIALI E METODI

Sono stati isolati ed analizzati 20 ceppi di
Klebsiella pneumoniae.

Gli isolati (Tabella 1) sono stati ottenuti da cam-
pioni clinici (7 urine, 12 campioni fecali, 1 tampo-
ne cutaneo) provenienti da 15 pazienti (9 femmi-

Corresponding author: Roberto Dell’lnnocenti
Laboratorio Analisi USL 4 Prato

Pzza del’Ospedale, 5 - 59100 Prato - Tel.: 0579 434719
E-mail: microbiologia@usl4.toscana.it

‘238‘



MICROBIOLOGIA MEDICA, Vol. 26 (4), 2011

ne e 6 maschi) del reparto di Pediatria Immaturi
dell’Ospedale Misericordia e Dolce di Prato
durante il periodo maggio — novembre 2010.

I campioni sono stati raccolti mediante contenitori
eSwab, per urine e tampone cutaneo, FecalSwab,
per i campioni fecali, e processati su idonei terreni
di coltura con il sistema Wasp (Copan Italia S.p.a.
distribuito da a.d.a. S.r.1). Su tutti gli isolati sono
stati eseguiti identificazione ed antibiogramma
(Tabella 2) con il sistema automatico Vitek2
(BioMerieux) al momento dell’isolamento, quindi
congelati a -20°C in Trypticase Soy Broth con
20% Glycerol (Becton Dickinson).
Successivamente gli stipiti batterici
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L’analisi degli spettri dimostra una similarita
superiore o uguale all’80% ad eccezione di un
caso (N.1087) (Figura 1).

DISCUSSIONE

Un aumento di isolamenti di Klebsiella pneumo-
niae ¢ stato osservato nel periodo maggio-novem-
bre 2010 nel reparto Pediatria Immaturi del nostro
nosocomio. Tutti i ceppi isolati presentavano un
profilo di antibiotico sensibilita simile.

Nel sospetto che fosse un unico ceppo circolante
gli stipiti batterici isolati sono stati conservati e
quindi analizzati in spettrometria di massa

sono stati scongelati, subcolturati su
Agar Columbia Sangue di montone
al 5% (BioMerieux), tipizzati per
mezzo del MALDI-TOF (Axima
Shimadzu — Biomerieux) ed esegui-
to un antibiogramma con metodica
Kirby-Bauer (Tabella 3) su Agar
Mueller-Hinton (Liofilchem) e
dischetti Bio-Rad.

Gli spettri ottenuti dal MALDI-TOF
sono stati analizzati e confrontati
con il software AgnosTec-SARA-
MIS [4], in uso presso il nostro labo-
ratorio, sia per I’identificazione dei
ceppi sia per la costruzione di un
dendrogramma (Figura 1).

RISULTATI
120 ceppi di Klebsiella pneumoniae

Tabella I Valori di MIC risultanti da antibiogramma Vitek2

presentavano un particolare profilo
di antibiotico sensibilita sia col siste-
ma automatico Vitek2 sia con la

Tabella 2. Anumogramma Kirby-Bauer: diametro degli aloni (mm)

AM, ampicillina; AMC, ecc......

metodica manuale Kirby-Bauer

(Tabelle 2,3, 4a e 4b):
tutti resistenti ad Ampicillina,
AmoxaClavulanico,
Ciprofloxacina, Levofloxacina,
Gentamicina,
Piperacillina/Tazobactam,
Cotrimossazolo ¢ Piperacillina
(ad eccezione del N. 1138 risulta-
to Intermedio al Vitek2);

- tutti sensibili ad Amikacina,
Imipenem, Meropenem e
Cefepime;

- risposta variabile a Ceftazidime
e Cefotaxime.

Tutti gli isolati sono stati identifica-

ti sia dal sistema Vitek2 sia con

spettrometria di massa. In quest’ul-
timo caso la percentuale di confi-
denza ¢ risultata superiore o uguale

al 90% (Tabella 5).
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Vedi anche Tabella |
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Tabella 3. Canﬁ'omo fra ﬂnt.rb.ragramma Vitek2 e Kirby Bauer MALDI-TOF per valutare sia 1’im-
[Camp.N9 MEM [FEP] PIP [cAZ|cTX] . . . .
o= <=0,25<=1 T h piego di questa tecnica nella pratica
1012 58 e 26 26 2 [7 di un laboratorio di microbiologia
VTKP=3 <=0,25|<=1 16 |8 per I’identificazione batterica che il
7 ke 2 15 120 suo utilizzo in ambito epidemiologi-
1069 VTKp=: <=0,25/<=1 16 2 P g
KB |6 b1 |4 0 |26 CO.
071 [VTKp=3: <=0,25[<=1 16 | Ad eccezione del campione N 1087,
%-' : :io 25 2 3 tutti i ceppi analizzati presentavano
1074 e ] T = una alta similarita tale da far sospet-
lo7s  [VIKP=E <=0,25/<=1 tare la presenza di un unico stipite
KB |6 26 22 17 circolante all’interno del reparto.
1080 % ' ;:"’25 ::' :' 5' E stato quindi attivato il Comitato
VTKB=: <=0.25}<=1 per le Infezione Ospedaliere (CIO).
1084 ke & 23 2 5 Nonostante i controlli effettuati suc-
1087 % ;:"'251:' :' :‘ cessivamente al periodo di isolamen-
NVTK] g e to sia sul personale che sull’ambien-
1088 kB | b3 |3 te non abbiano avuto successo, I'ipo-
tesi piu plausibile sembra comunque
ICamp.N“|ATB . ..
—NTKES essere quella di una trasmissione
1090 |8 dovuta ad opera di manovre assisten-
lo91  [VTKESS ziali. La circolazione del microrgani-
% _ smo oggetto della ricerca sembra ter-
oo LR T minata con la fine del 2010, dopo
138 [VIKP=3 che il personale sanitario del reparto
KB |6 ¢ stato allertato dalle infermiere epi-
1157 E demiologhe del CIO ed attivata I’ap-
VTKp=3; plicazione di protocolli per la pre-
1238 . NSO
KB |6 venzione delle infezioni dovute a
1243 % : pratiche assistenziali.
1257
KB_Jé CONCLUSIONI
1319 [VIKP= Sebbene la durata sia stata breve ed il
%' . numero dei campioni analizzati non
1321 i® 6 elevato, possiamo certamente affer-

Vedi anche Tabella | mare che l’introduzione nella dia-

Tabella 4. % confidenza MALDI-TOF

Campione N° % di conﬁdenza o 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 :‘jt“
1012 94,7
1057 99,6 .
1069 93,7 .
1071 99,9 |
1074 91
1075 93 1069
1080 96,6 E
1084 93,8 e
1057
1087 99,9 ol [
1088 98,1 |
1090 99,9 — | oz
1091 99,9 T |
1100 97
1138 99,9 d_ i
1157 94,6 o
I 238 94,7 Filter: 1075
1243 96,8 i:::;li:?lr?t::suy >=0 | I i
1257 90’8 ﬁz::;:;::::;yz:};g to 20000 =
1319 93’8 Select Exclusion list: Sheep blood AGAF
1321 90 Figura I. Dendrogramma risultante dall'analisi MALDI -TOF.
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gnostica microbiologica di un sistema di analisi in Unit by multiresistant Extended-Spectrum beta-lacta-

spettrometria di massa MALDI-TOF come quello mase'PrOdlll.cmg Ifl;bs’e”" Pgeumo’;’ae: glgllympac;
N .. - - on mortality” Infection Control an ospita

da noi utlhz;ato, permette .dl. 1.dent1ﬁc.are. in m_odo Epidemiology 2001; 22: 725-728

rapido, preciso e sicuro stipiti batterici isolati da 2. T Brunelli, R.Degli Innocenti, A.Conti, P.Casprini,

materiali clinici. La presente esperienza ci porta “Use of Maldi-Tof Mass spectrometry in direct

: microorgasnism identification in clinical laborato-
anche a concludere che questa tecnologia possa ries”, Microbiologia Medica 2010; 1-5: 9-10

essere facilmente impiegata in ambito epidemio- 3 A Bizzini, G.Greub, “Matrix assited laser desorp-

logico con risultati soddisfacenti, soprattutto per tion ionization time of fligth mass spectrometry, a
la sua rapidita ed economicita. revolution in clinical microbial identification”,
P Clinical Microbiology and infection 2010; 16:
1616-1617
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