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INTRODUCCION

Las infecciones nosocomiales son una de fas complicaciones mds frz-uentes que pueden pre-
sentarse en los pacientes internados en las unidades de atencién médica,' elevando la
morbimonialidad v los costos de atencién. En México se reporté en los [nstitutos Nacionales de
Salud, una tasa de nueve infecciones por cada 100 egresos. con una mortalidad del 17% en
nifios menores de un afio y de 4% en nifios de uno a quince afios.>* Fn otros reportes, la tasa fue
de 2.5 a 18.% infecciones por 100 egresos en los afios de 1986 y 1995 en hospitales de segundo
y tercer nivel de atencidn, tales como: Hospital Regional de Jalisco, Hespital Infantit de México.,
Hospital de Pediatria Centro Médico Nacional y Hospital de Infectologia de Centro Médico La
Raza.'** Las tasas mds altas se reportan en recién nacidos: del 25% en el Hospital Infantii de
Meéxico' y del 34 % en el Hospital de Pediatria cm.” Para hospitales pedidtricos de tercer
nivel. |a tasa de mortalidad ha variado de 10.5 a 11.7 por cada 100 infecciones nosocomiales, "

La etiologia de las infecciones nosocomiales, es muy variada y las fuentes de infeccién son
multiples. Dentro de los agentes bacterianos, Klebsiella es uno de los patégenos aislado con
mayor frecuencia en las infecciones nosocomiales, los huéspedes mis afectados son pacientes
inmunocomprometidos o con enfermedades crénicas y recién nacidos. Klebsiella spp. es causa
del 5 a 8% de las infecciones nosocomiales (endémicas) y el 3% de los brotes intrahospitalarios.
La mayoria de las infecciones nosocomiales por Klebsiellae son ocasionadas por Klebsiella
pneumoniae. causante de bacteremias en un 26% a 46% de los casos. con una alia mortalidad
en todos los grupos etarios sobre todo en recién nacidos (25% a 551!

Debido a la nawraleza y trascendencia de las infecciones nosocomiales por Klebsiella
pneumoniae, es prioritario realizar investigaciones epidemioldgicas que permitan identificar,
de forma oportuna. el problema y posteriormente efectuar las estrategias de intervencion.

Para fa investigacidn de los brotes bacterianos intrahospitalarios se requiere de la identifi-
cacién y de la diferenciacion de la cepa causante. Si el brote estd causado por una sola cepa
puede inferirse fa exposicidn a una fuente comdn, o reservorio, y/o que exista transmisién de
paciente a paciente dentro de una misma sala y entre los distintos servicios de un hospital.™ Sin
embargo debe precisarse si todas las cepas encontradas en los pacientes y/o reservorios tienen

el mismo origen. En este aspecto, el término de clona se aplica a microorganismos que poseen
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las mismas caracteristicas genotipicas que indican que proviene de un mismo origen, sin im-
portar las fuentes o el sitio de la infeccién en los enfermos.'

El diagnéstico y 1a evaluacién de un brote pueden ser realizado por técnicas fenotipicas, que se
basan en las caracteristicas fisicas que expresan los microorganismos v por técnicas genotipicas o
moleculares, que analizan el ApN cromosomal o extra cromosomal del germen en estudio. Ambas
pretenden establecer Ia similitud entre las cepas y conocer la diseminacién de una epidemia.'*" La
utilidad de una caracterfstica fenotipica o genotipica en la tipificacién esid relacionada a su estabili-
dad dentro de la cepa y a su diversidad dentro de su especie.’® En el proceso de investigacién de
epidemias se pueden usar diferentes métodos de tipificiacién. La seleccién del mejor método de-
pende de su capacidad para permitir discriminar, reproducir e interpretar. asi como de la factibilidad
de su realizacién en cada unidad de atencién médica. No existe un estandar dz oro pi . determinar
la sensibilidad y la especificidad al comparar una técnica con otra. por lo que los resultados de la
tipificacion deben ser analizados en conjunto con los datos clinicos y epidemidiogicos para estable-
cer recomendactones sobre las medidas de control en la diseminacién del brote

Dentro de los métodos utilizados para el estudio de brotes por Klebsiella pneumoniae se
encuentran: los métodos de biotipificacion y la tipificacién por antibiograma que no discriminan
entre diferentes cepas de Klebsiella pneumoniae, mientras la tipificacion de fagos v las bacteriocinas
tienen un poder de discriminacién mayor pero son arduos, costosos. de dificil reproducibilidad y
poco eficaces.'* ! La ribotipificacién tiene un poder de discriminacion moderado en aislamien-
tos de Klebsiella spp., ya que los patrones obtenidos o ribotipos presentan numerosos fragmentos
de restriccién dificiles de interpretar. derivados de la presencia de miiltiples operones ribosomales.
162021 Otro de los métodos utilizados. es el de fragmentos de polimorfismo de restriccién (RFLP).
Con este método se representa solo una fraccién del ADN cromosomal v se requicre de cebadores
o iniciadores en la tipificacion de las especies. Su utilidad se ha demostrado en Myvcobacterium
tuberculosis y en especies de Acinetobacter.” En Hospitales pedidtricos. se ha aplicado en con-
Junto con otros métodos para corroborar la tipificacion de algunas cepas de Klebsielia pneumoniae
productoras de B-lactamasas **%*

Actualmente, el método de electroforesis en gel por campos pulsados (pre) es el mds utiliza-
do en estudios de brotes y puede considerarse de eleccion para tipificar 1a mavoria de las especies

responsables de infecciones nosocomiales.’ Este método fue introducido por Sciwartz y Cantor,



los cuales usaron dos electrodos en un receptdcule para generar campos magnéticos
intrahomogéneos capaces de separar et ApN en un intervalo de 50 kb a 2 mb."” Al igual que otros
métodos moleculares se analiza el ap~ cromosomal, con la diferencia que detecta las mds mini-
mas variaciones cromosdmicas. Esta técnica es una variante de la electroforesis horizontal y
permite la representacién de el 905 del material cromosémico en un solo gel,” por lo que requie-
re del uso de enzimas de restriccién. La seleccidn de la enzima depende de la estructura del ApN
cromosomal en las bacterias.

En el grupo de bacterias Gram positivos con composicion primaria en adenina (a) y tiamina (T),
se requieren enzimas de restriccion con sitios de reconocimiento basados en guanina (G) y citosina
{c) como Sma I (cccaoa), Csp 1 (caaaiteca) o SgrAl (ca/ceesati/ca), obteniéndose de 5 a 20
fraginentos de restriccion de 10 a 800 kb aproximadamente, lo que facilita la comparacion € inter-
pretacién de los aislamientos aplicando tos criterios internacionales, que establecen larelacién entre
los patrones de restriccion de ApN. En contraste. el aDN cromosomal de las bacterias Gram negativas
se caracteriza por un alto contenido en G+C. y requieren enzimas que reconozean secuencias de ADN
con ocho pares de bases y poco frecuentes como Not 1 (Geeaecse) o Sfi 1 (GGCCNSGGC) o, si el
material cromosGmico es principalmente en a+T. se utiliza Xba I (1/cTaGa) 0 Spe 1 (actagT).**En
la actualidad, la extraccidn y digestion del ApN cromosomal resulta més sencillo con ia utilizacién
de los nuevos reactivos de pece (Kit-Bio-Rad Laboratories, Hercules, ca, usa).

La técnica de erGE se ha aplicado en estudios epidemioldgicos de Klebsiella pneumoniae con
diversos fines. Durante fa vigilancia de una unidad de cuidados intensivos de Europa, confirmé que
vanias cepas de Klebsiella pneumoniae productoras de B-lactamasas de espectro extendido (stv-13)
resultaron de la diseminacién de una clona.” En otro estudio realizado en 14 hospitales de Francia.
comprobé que cepas de Klebsiella pneunoniae que mostraron diferentes patrones de susceptibili-
dad y diferentes patrones de pldsmidos. tenian un mismo origen clonal.”” Ademds, se utilizé para
corroborar ia existencia de transmisién cruzada en pacientes de una misma unidad.”® Con este
método es posible confirmar reinfecciones. recaidas o la persistencia de una misma cepa en un
mismo paciente y en diversos pacientes de una o de varias unidades hospitalarias. Los resultados
obtenidos han demostrado ampliamente la utilidad de PFGE?* para dilucidar el modo de disemina-
¢cién y reservorios de las infecciones nosocomiales asi como, en la evaluacién de las medidas efec-

tivas para el control de situaciones endémicas o epidémicas en la poblacién intrahospitalania.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Sizio xx1, Instituto Mexicano del
Seguro Soctal 1a tasa de infeccién nosocomial en fos afios de 1992 a 1996 fue de 13 a 39 casos
por cada 100 egresos. A partir de septiembre de 1996 se encontrd un incremento en el nimero
de aislamientos de Klebsiella pneumoniae en comparacion a los meses previos, cifra que se
duplicé y triplicé en algunos servicios. Estos hechos sugirieran la presencia de un brote epidé-
mico. En mayo de 1997 se detect6 un aumento paulatino en fa frecuencia de bacteremias por
Klebsiella pneumoniae lo que hizo sospechar la perpetuacién de una cepa epidémica.

En esta situacién se planteé la siguiente pregunta: ;fue una misma clona la que caus6 los
brotes nosocomiales por Klebsiella pn.umoniae en el Hospital de Pediatria Centro Médico

Nacional Siglo xxt, durante el periodo de agosto de 1996 a noviembre de 19977
OBJETIVO GENERAL

Estudiar [as cepas de Klebsiella pneumoniae responsables de las infecciones nosocomiales que
se aislaron de los pacientes hospitalizados en el periode de agosto de 1996 a octubre de 1997.

mediante el método de electroforesis en gel por campos pulsados.
OBJETIVO ESPECIFICO

Establecer si hubo predominio de una clona en los aislamientos de Klebsiella pneumoniae cau-

santes de wfecciones nosocomiales durante el periodo de agosto de 1996 a octubre de 1997.
MATERIAL Y METODO

Se realizé un estudio descriptivo, transversal, retrolectivo v observacional en el Hospital de
Pediatria del Centro Médico Nactonal Siglo xx1 del Instituto Mexicano del Seguro Social.
centro de referencia de tercer nivel de atencién médica, de ensefianza e investigacién. Cuenta

con 190 camas para hospitalizacidn, estd organizado en cinco dreas con los siguientes servicios:
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primer piso, unidad de terapia intensiva pedidtrica (UTIP) con 12 camas: tercer piso, pre-escola-
res con 40 camas; cuarto piso, unidad de cuidados intensivos neonatales (vcIN) con 24 camas y
lactantes con 52 camas; quinto piso, escolares y adolescentes con 60 camas. Los pacientes son
referidos de stete hospitales de zona. una unidad de gineco-obstetricia v de un regional (dele-
gacién 3 suroeste). asi como de los hospitales regionales de tres estados del pais (Morelos,
Guerrero y Chiapas). El paciente es ingresado a los diferentes servicios de acuerdo a su edad y/
0 su estado critico, En la atencién de cada paciente participa un servicio tratante (hematologfa,
gastroenterologia, oncologia, cirugia e infectologia, entre otros). un pediatra y varios
subespecialistas. L2 mayoria de los pacientes son inmunocomprometidos a causa de enferme-
dades hemato-oncolégicas o por enfermedades crénicas como displasia broncopulmonar o
nefropatias entre otras, o requieren algin tipo de cirugia de alta especialidac. En la atencidn de
los pacientes participan médicos residentes de pediatria médica v de las diferentes
subespecialidades. Ellos efectiian diversas funciones que pueden lievarse a cabo en diferentes
dreas del hospital durante un mismo dia. Al igual que los médicos residentes, el personal de
enfermeria no es fijo, y puede ubicarse en las diferentes dreas de hospitalizacién de acuerdo a
las necesidades de los distintos servicios.

Para la investigacién del probable brote epidémico se incluveron los aislamientos de
Klebsiella pneumoniae de pacientes hospitalizados, durante los meses comprendidos en el
periodo que tuvieron las tasas mds elevadas (septiembre de 1996 a octubre de 1997). Para
detectar la aparicién de la cepa epidémica en el hospital. se consideraron ademds los aisla-
mientos de un mes antes {agosto de 1996) y también los correspondientes a un mes después
{noviembre 1997) para comprobar si desaparecié cuando disminuyé ¢l nimero de casos.

Durante este periodo se realizaron tres muestreos ambientales (incubadoras, nebulizadores,
frascos de aspiracion, equipo de inhaloterapia, soluciones antisépticos v estetoscopios) y ma-
nos del personal. Se buscé intencionalmente colonizacidn en el tracto gastrointestinal de los
pacientes hospitalizados. Esto se efectud en los servicios del hospital con el mayor nimero de
aislamientos por Klebsiella pneumoniae (utp, UCIN y lactantes).

Todos los procedimientos de laboratorio incluyendo prc. se llevaron a cabo en el laborato-
rio de la Unidad de Investigacién en Epidemiologia Hospitaiaria. Seccién de Microbiologia

del Laboratorio Clinico def Hospital de Pediatria.
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Las muestras biolgicas v ambientales fueron sembradas en cajas de agar sangre de carnero
5%, chocolate suplementado v McConkey; posteriormente, se incubaron a 37°C durante toda la
noche. A las colonias que por su morfologia y caracteristicas diferenciales en tos medios sembra-
dos, sugirieron Klebsiella pneumoniae s¢ les realizaron pruebas de identificacion con el sistema
semiautomatizado de ap1 20 E (apt. bioMérieux S, Marcd 1 Etoile. France) de acuerdo a las ins-
trucciones dei fabricante. Una vez confirmado los aislamientos de Klebsiella pneumoniae se
conservaron en caldo infusién cerebro-corazén (sHi) con glicerol 18% a -20° C.

A todos los aislamientos se les realizé susceptibilidad antimicrobiana por el método de
dilucién seriada en agar (Miteller-Hinton), de acuerdo a las recomendaciones sugeridas por el
Comité Nacional de Estdndares para el Laboratorio Clinico (nccLs)™. Se probaron diluciones
dobles y seriadas de los siguientes antibiéticos y concentraciones: ampicilina (2 a 64 mg/L),
carbenicilina (64 a 256 mg/L), gentamicina (2 a 64 mg/L), amikacina (8 a 64 mg/L). cloranfenicol
(4 2 16 mg/L}, cefotaxima (16 a 64 mg/L), ceftazidima (16 a 64 mg/L), cefepime (4 a 32 mg/
L), ceftixozima (8 a 64 mg/L). imipenem de (4 a 16 mg/L), meropenem (4 a 32 mg/L) y
norfloxacina (2 a 64 mg/L). La concentracién minima inhibitoria fue definida como la concen-
tracidn mds baja de antibidtico capaz de inhibir el crecimiento bacteriano.

La tipificacién molecular se reatizd con el sistema y el Kit de Gene-Path, Bio-Rad (Hercules.
€A, Usa), Grupo 6 (enterobacterias) de serie 310-0116. El médulo universal v el de laenzima corres-
ponden a las series 310-0060 y 310-0071. respectivamente. Se siguieron las recomendaciones de
acuerdo al instructivo. Fue inoculada una colonia de un subcultivo de 18 a 24 horas. en un tubo con
5 ml de caldo BH y se incubd a 37°C por 18 a 24 horas. De este caldo se tomé 1 ml para colocarlo
en microtubos que fueron cenmfugados a 10x 1000 revoluciones por minuto. durante 2 minutos. El
sobrenadante se retiré y el paquete de células se resuspendié en 150 ml de buffer celular con 6 ml
de lisozima y 150 ml de agarosa al 1.25 por cada microtubo. Los microtubos se colocaron a 50°C
por un tiempo no mayor a 15 minutos. Inmediatamente después, se tomaron 100 ml de la mezcla
para hacer los blogues de agarosa en los moldes correspondientes. Una vez gelificados los bloques
de agarosa se retiraron de los moldes v fueron incubados se colocaron en microtubos a 37°C en 500
ml de buffer de lisis y 20 ml de lisozima durante 60 minutos. Posteriormente, se aspiré la solucién
buffer de lisis con una pipeta y se lavé cada bloque de agarosa con | mi de buffer 1X de lavado. Se
aspird el buffer 1X de lavado y se reemplazé por 500 ml de buffer de proteinasa K y 20 ml de



proteinasa K. Se incubaron los bloques de agarosa de 16 a 20 horas a 50°C. Los bloques se lavaron
tres veces en | ml de buffer 1X de lavado. con una duracidn de 60 minutos por cada lavado a
temperatura ambiente con agitacion suave. Después de esto, los blogues de agarosa fueron coloca-
dos en otros microtubos con 500 ml de buffer de Xba I e incubados a temperatura ambiente con
agitacién suave por 60 minutos. Pasado ese tiempo se procedi6 al retiro de! buffer Xba I y se
agregaron 300 ml de buffer Xba I mas 5 ml (50 U) de la enzima de restriccion Xba ] a cada microtubo.
Los bloques de agarosa se incubaron por 16 a 20 horas a 37°C. Una tercera parte del bloque de
agarosa se colocé en el gel de agarosa al 1%, y se cormid en la cdmara del aparato de Gene-Path-Bio-
Rad con dos litros de buffer 1X de TE (0.089 M tris [base] mas 0.089 Borato, 2.5 mM epra). Los
intervalos de pulso fueron de 5.3 a 49.9 segundos por 19.7 horas a 200 Voltios (6 vicm) con un
angulode 120°. Se utiliz6 la cadena . .mbda como estdndar de peso moleculary lacepa de Escherichia
coli 0157:H7 (G544} para el control de la preparacion y digestion del AN cromosomal (médulo
estandar del grupo 6:310-0072). Los geles fueron tefiidos por 20 minutos con 1 mi de bromuro de
etidio (8e) en 600 ml de agua destilada. Se decoloraron en agua destilada por 30 minutos y se
fotografiaron. Una vez tomadas las imdgenes fotograficas de las cepas aisladas se analizaron sus
caracterfsticas genotipicas de acuerdo al tamaio y nimero de bandas. Las imdgenes se capturaron
con el programa de Multyanalisis Bio-Rad (Hercules, ca, usa).

La comparacién se efectud siguiendo las recomendaciones establecidas intemacionalmente ** Las ce-
pas estudzadas fueron clasificadas de acuerdo a sus patrones genémicos, en relacionadas v no relacionadas.

A. Dentro del grupo de cepas relacionadas se consideraron:

1. Idénticas: si los patrones tenfan el mismo nimero de bandas y las bandas correspondien-
tes eran del mismo tamario, se les denominé patrén A.

2. Estrechamente relacionadas: si el patrén de la cepa presentd diferencia respecto de la clona A. en:

2.1. Una o dos bandas se les llamé patrén A /.

2.2. Tres bandas se les llamo patrén A2,

3. Posiblemente relacionadas: si los patrones de prGE de la cepas fueron diferentes del
patron de la cepa de la clona en cuatro o cinco bandas, se les 1lamé patrén A3,

B. No relacionadas (patrén NR): si los patrones de prce fueron diferentes en més de cinco
bandas de Ia clona A (se les llam patrén: B, C, D si habian cepas con patrén idéntico entre

ellas. pero diferente del patrén de la clona A).



Ademds, se realiz6 e] canal endémico de bacteremias por Kiebsiella pneumoniae mediante las

tasas mensuales por 100 egresos, de enero de 1992 a junio de 1996 utilizando la técnica de cuartites.

DEFINICIONES GENERALES™%

Aislamientos relacionados epidemioldgicamente: son aquellos aislamientos recuperados de
pacientes o del ambiente en una 4rea especifica o en un tiempo determinado como parte de una
investigacién epidemioldgica que sugieren una fuente comuin.

Aislamientos relacionados genéticamente: son aquellos aislamientos que poseen caracte-
risticas genéticas iguales o similares que indican que derivan de un mismo origen clonal.

Brote: ocurrencia de casos de infeccién nosocomial asociados epidemiolégicamente en un
niimero mayor de lo esperado.

Cepa (o clona): se denomina a un aislamiento o grupo de aislamientos que poseen caracte-
risticas genot{picas similares que se distinguen de otros aislamientos de la misma especie.

Cepa del brote: son los aislamientos de una misma especie que tienen relacién epidemiolégica
(tiernpo, espacio o fuente comun) y genéticamente (genotipos iguales o similares).

Cepa endémica: es el aislamiento que se recupera, dentro de una ocurrencia estimada, en los
pacientes de una drea hospitalaria o de una poblacién que presenta mediante los métodos de
tipificacion caracteristicas iguales o similares a otros aislamientos de Ia misma drea geogréfica.

Caso de infeccion nosocomial: condicién localizada o generalizada ocasionada por la presencia de la
bacteria (Klebsiella pneumoniae), que no estaba presente o en periodo de incubacion en el momento del
ingreso del paciente al hospital, o es la infeccién que ocurrié después de fas 72 horas de fa admisién.

Caso de infeccion en sangre; ademds de lo anterior, un hemocultivo positivo (Klebstella
preumoniae).

Caso de colonizacion: individuo que alberga Klebsiella pneumoniae por lo que constituye
una fuente potencial de infeccién.

Fuente de infeccion: persona o vector que alberga el organismo o agente causal (Klebsiella

preumontae), y desde el cual éste puede ser transmitido a la poblacién intrahospitalaria.

ANALISIS ESTADISTICO

Estadistica descriptiva, frecuencias relativas y absolutas.



RESULTADOS

El mimero total de aislamientos de Kiebsiella pnewmoniae en el Hospital de Pediatria fue
incrementdndose entre 1995 a 1997. En 1995 se aislaron 160 cepas. en 1996 fueron 297 y en
1997 aumentd a 517. De agosto de 1996 a noviembre de 1997 se obtuvieron 190 aislamientos
de Klebsiella pneumoniae procedentes de 135 pacientes hospitalizados que desarrotlaron in-
feccion sistémica (X=1.4 aislamientos/paciente) [tabla I}. Durante los 16 meses del periodo, l1a
frecuencia mensual promedio. fue de 12 aislamientos.

En tres ocasiones se increment6 el niimero de bacteremias y superd al nimero de casos ocu-
rridos en los meses previos (septiembre de 1996; noviembre de 1996: mayo de 1997 y octubre de
1997) {figura 1). a excepcitn de la tasa de septiembre de 1996, las otras tasas se situaron en zona
de alarma y epidemia de acuerdo al canal endémico obtenido con las cifras de bacteremias regis-
tradas de enero de 1992 a julio de 1996 (figura. 2). Como consecuencia, durante estos meses se
intensificaron las medidas de control de infecciones, en estos eventos, y el resuitado fue una
disminucién en el mimero de bacteremtas en el mes posterior a cada intervencién. Debido al
incremento en el nimero de infecciones nosocomiales por Klebsiella pnewmoniae durante este

periodo se sospechd la persisiencia de una o de varias clonas en el hospital.

TapLal
DISTRIBUCION DE LOS 190 AISLAMIENTOS DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE POR EL SITIO DEL AISLAMIENTO

SMO DE AISLAMIENTO AISLAMIENTOS DE KLEBSIELLA PNELMONIAE N=190
No. %

Hemocultive / CIV 104 55

LCR 15 8

Liquido de didiisis 14 7

Urocultivo 12 6

Quos 45 A

Noma. CIV: catéter intravascular: LCR: Yquido cefalomaquideo; Otros: herida quinirgica, secreciones. liquide pleural, coprocultivo
y aspirado bronquial.
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Figura 1. Frecuencia (No.) de bacteremias por Klebsiella pneumoniae del periodo de agosto de 1996 a noviembre de 1997
* Intensificacidn de las medidas de control para infecciones intrahospitalarias.
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Figura 2. Canal endémico (por cuartiles) de las bacteremias nosocomiales por Klebsiella preumoniae de eneto de 1992 a julio

de 1996. Se atribuyé zona de endemia de Q1 a Q2; zona de alarma de (32 a Q3; zona de control de bacteremia por abajo dz Q1

¥ zona de epidemia por ariba de Q3. Las lineas azul y roja representan las tendencias de las tasag de bacteremias de agosto a
diciembre de 1996 y de enero a noviembre de 1997, respectivamente.

* Tasas de bacteremia nosocomial/100 egresos. 16



Se realiz6 el andlisis por pFGE en los 190 aislamientos. 184 cepas pudieron ser tipificadas. De
ellas, 91 fueron clasificadas como la clona A (que incluy6 50 cepas idénticas; A/: 30 cepas, A2: 8
cepas; AJ: 3 cepas). Esto confirmd la existencia de una clona de Klebsiella pneumoniae como
causante de casi la mitad de las infecciones nosocomiales. En 93 aislamientos se obtuvieron
patrones gendmicos totalmente diferentes a la clona A, por lo que se clasificaron como cepas NR.
Entre estos aislamientos, se identificaron 14 cepas que tuvieron patrones genomicos similares
y se designaron como patrén B (2 cepas), C (4 cepas) y D {8 cepas) [figura 3 y 4]. Seis de los
190 aislamientos no pudieron clasificarse debido a que el AbN cromosomal se habia degradado
antes de la digestién, posiblemente por produccién de nucleasas.

Los primeros aislamientos de la ¢clona A se registraron en el mes de agosto de 1996, poste-
riormente se presentaron casos en todos los meses y de dicien:.re a septiembre de 1997 predo-
minaron sobre el nimero de infecciones por cepas NR. En los meses de diciembre de 1996,
enero, febrero, abril, mayo, julio vy agosto de 1997 todas las bacteremias por Klebsiella
pneumoniae fueron causadas por la clona A. En octubre de 1997, se registr6 el mayor nimero
de bacteremias por Klebsiella pneumoniae pero sdlo dos fueron causadas por fa clona A y el
resto por cepas NR. En noviembre de 1997. no se detectd ningin caso de bacteremia por la
clona A y disminuyé el nimero de aislamientos, desapareciendo la clona a partir del mes de
diciembre de 1997 (figura 3).

Se encontrd que el 68% de los aisiamientos de la clona A se ubicaron en los servicios de
lactantes y uCIN (cuarto piso) [tabla IT]. y durante los 16 meses incluidos en el estudio. a excep-
cidn de octubre de 1996, se registraron infecciones causadas por esta clona en los mismos servi-
cios, mientras que en otras 4reas del hospital los casos fueron esporddicos (figura 6 y tabla I1I).

En los meses de septiembre y octubre de 1996 asi como en octubre de 1997, hubo un
predominio de infecciones por las cepas NR (C:4 casos vy D:8 casos). En octubre de 1997, se

observaron cinco casos de una clona (D) diferente a la clona A. (figura 7 y tabla IV).
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Fieua 3. Linea ! contiene la cadena lambda (estdndar de peso molecular). Lineas 2-5 clona D,
Lineas 6-12 clona A. Linea 13 cepa NR. Lineas 14 -15 clopa € ¥ Linea 16 control (E. coli 0157:H7).
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Fiura 4. Linea 1 contiene la cadena lambda (estindar de peso molecular),
Lineas 2-15 cepas MR (algunas por duplicado).
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Ficura 5. Distribucidn de las bacteremias causadas por la clona A y por cepas NR de Klebsiella pneumoniae, comparadas con el
niimero tolal de aislamientos de Klebsiefla pneumoniae obtenidos de diferentes productos biolégicos en el periodo de estudio.

TapLa H
FRECUENCIA DE AISLAMIENTOS DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE POR SERVICIOS HOSPITALARIOS

CLASIFICADOS DE ACUERDO SUS CARACTERISTICAS GENGTIPICAS {PFGE)

Servicios Ceras pe La Croma A §=91 Crras No Recactonapas (NR) »=93
No. % No. %

Escolares {5° piso) 1] 12 7 8

uc (4° piso) 42 46 35 38

Lactantes {4° piso) 17 19 25 7

Pre-escolares (3°piso) 10 11 3 2

uttr {1° piso) 11 i2 3 25

20 4472001, 5:35 PM
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DISTRIBUCION TEMPORAL DE LAS 91 CEPAS DE LA CLONA A

EN LOS DISTINTOS SERVICIOS DEL HOSPITAL DE PEDIATRIA, CMN SicLo xx1

1996 1997
Aco Serr Oct Nov Dic Ene Fes Mam Asz Mo Juv hi Aco Serr Ocr Nov
Ewolares v
Adolescenies +5° piso} I I I I l l l l
LNy Lactanies
ool 1 1 ‘e 1 Bl | B BB BB B
Pre-escolares (37 piso} | I I I B
T ° piso} I l I I - I
3 10 0 2 3 7 5 7 10 1] 6 7 7 8 ] 2
No. de aislamientos
Figura 6
1996 1997
Sonvices Aco  Sger Ocr Nov Dic Ene Fes Mar Ape Mav Juv Jur Aco Serr Oct Nov
Esceizres y Adolescentes (5°piso} | l 6 0 | c o 1 2 t ¢ 0 2 12 0 0
LC v Ractantes 147 piso} | 4 0 2 2 7 85 3V 8 4 5 1 5 13 5 12
Pre-escolares (3° piso) ¢ 4 0 0 0 ¢ 010 L 00 0 1 30
UTP 17 piso} [ l 0 0 0 ¢ 0 2 0 0 1 4 0 2 0 0

Tabla 111



DISTRIBUCION TEMPORAL DE LAS 93 CEPAS MR (N0 RELACIONADAS)

EN LOS DISTINTOS SERVICIOS DEL HoSPITAL DE PEDLATRIA. CMN SIGLO XXI

1996 1997
Ao Serr Oct Nov Dic Eme Fee Mar Ase Mo Jin Juu Aco Serr Ocr Nov
Escolares y | D
Adcijescentes (5° piso) l l | I .
vem y Lactantes | 18 C 10D 10 +0
weiso) | I | | | L[]
Pre-escolares (3° piso} l |
s 18 1D
UTE { 1 piso) 1 - | - | | I |
7 ] 10 9 | ! 0 6 0 : 1 2 | 6 3 4

No. de aislamientos

Figura 7
1996 1997
Servicios Aco  Seer Oct Nov Dic Ene Fea M Asz May Jov Jiu Aco Seer Oct Nov
Escolares y Adolescentes 15 pisoy 0 | 0 1 i 00 0 0 0 9 0 0 300
wciw y Lactantes (4° piso} 6 7 9 6 0 6 1 ¢ ¢ & 1 0 6 18 5
Pre-escolares (3° piso} 0 2 0 0 0 0 0 0 0 2 1 0 0 O 0 0
LT ( 1* piso} 1 8 12 0 0 ¢ 5 o 0 L 1 0 2 1
Tabla IV
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En el 83% de los casos. las cepas de la clona A fueron aisladas de liquidos habirualmente
estériles (sangre, catéeres intravasculares, LcR v lquido de didlisis), lo que permite inferir el
niimero de casos de sepsis {algunos con focalizacidn en el sistema netvioso central) que se pre-
sentaron como consecuencia de la diseminacién de la clona. Se presentaron ocho casos de peritonitis
en pacientes con didlisis peritonzaal y cuatro casos de infeccién de vias urinarias (tabla V).

A pesar de la bisqueda intencionada de una posible fuente comin de infeccidn en los
muestreos ambientales, no se aisiaron cepas de Klebsiella pneumoniae. En noviembre de 1957
sOlo se identificaron dos pacientes de la uciv como portadores de la clona A en tubo digestivo,
que no desarrollaron enfermedad invasiva.

Al analizar la sensibilidad de los aislamientos de Klebsiella prenmoniae a los antibidticos,
se observd que tuvieron una gran variabilidad; con una resistencia elevada a ampicilina,
carbenicilina y aminoglucésidos: con resistencia aceptable a las cefalosporinas de tercera ge-
neracién y buena suscepuibilidad a carbapenems, cefepime y una quinclona (tabla VI). Con
respecto a las concentraciones minimas inhibitorias (CMISe y CMI90), la iinica diferencia se
observd en la CMI50 para a amikacina entre las cepas relacionadas (264 mg/mL} y las no
refacionadas a la clona A (16 mg/mL) [tabla VII].

TasrLa V
DisTRIBUCION {INO.) DE LAS CEPAS DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE POR EL SITIO DE AISLAMIENTO,
CLASIFICADAS DE ACUERDO SUS CARACTERISTICAS GENOTIPICAS (PFGE)

SITIO BE AISLAMIENTO Ceras pE La Crowa A n=91 Ceeas No ReLacioxapas .YR) ¥=93
No. % No. <

Hemocuitivo / CIV 33 58 50 34

LCR il {2 4 4

Liguido de didlisis 8 9 6 7

Urocultivo 4 4 7 8

Otros 13 17 26 by

Noma: CIV: catéter imravascular: LCR: liquido cefalomraquideo: Otros: herida quinirgica. secreciones. liquido pleural, 23
coprocultivo y aspirado bronquial.



TasLa VI
SUSCEPTIBILIDAD A 12 ANTIBIOTICOS DE 184 CEPAS DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE, CLASIFICADAS

DE ACUERDO A SUS CARACTERISTICAS GENOTIPICAS {PFGE)

ANTIBIOTICOS VALOK DE CORTE Ceras 0E L4 CLoxad Cepas No Reracionanss (NR)
mg/dl SENSIBLES (%) N=91 SENSIBLES | ) 8=43
Ampiciling 4 | |
Cabenicifina 128 10 k|
Clzranfenicol 8 | A
Amikacina 16 L) 52
Gentamicina 4 16 15
Cenazidima n kA 40
sfotaxima R 7 0
Ceftizoxima 16 n 66
Cefepime 8 85 H
[mipenen 8 9% 9¢
Meropenem 8 9% %
Norfloxacina 4 9 94
TapLa VII

CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS (CMI50 v CMI90), nE Los 184 AISLAMIENTOS

DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE, CLASIFICADAS SEGUN SUS CARACTERISTICAS GENOTIPICAS (PFGE)

ANTIBIOTICOS Cepas o L4 CLONA A 2=91 Ceras No ReLactosanas 1YR) 593
ChMIso CMIso CMIse CMIwn
mgfht mg mg/l mgl

Ampicilina 264 264 264 264

Carbenicilina 2256 2156 2256 215

Cloranienicol 215 zl6 216 216

Amekacina 264 264 16 264

Gzntamicina 264 264 64 264

Ceftazidima 264 264 64 264

2fotzxima <16 264 <l6 264

Ceftizoxima «$ 64 <8 264

Cefepime < 16 4 32

{Tupenen “4 <4 <4 2

Meropenem % “ <4 4

Nerfloxacina <2 <2 52 <2




DISCUSION

Durante los ltimos afios, Klebsiella pnewmoniae se ha identificado como responsable de brotes
nosocomiales en diferentes paises alrededor del mundo™~ ™" v ocupa el cuarto lugar como causa
de bacteremias de adquisicién hospitalaria."* En el hospitai de Pediatria, el comité para ¢l Con-
trol de Infecciones Intrahospitalarias (ccms), mantiene un sisterna de vigilancia de los aislamien-
tos bacterianos en liquidos estériles, alertando al personal sobre las medidas de control cuando el
nimero de cultivos positivos para un germen se sobresale de] canal endémico habitual. A través
de este sistema. se registraron tres brotes por Klebsiella pneumoniae durante el periodo de sep-
tiembre de 1996 a octubre de 1997. Lo anterior planted la interrogante de si una misma clona
habia permanecic. en el hospital y era responsable en forma repetida de estos brotes,

En este estudio a través del método de praE, se pudo establecer que 90 de los 190 aislamien-
tos de Klebsiella pneumoniae correspondieron a un mismo origen genético, lo cual hizo evi-
dente la existencia de una clona comin que persistié durante un tiempo prolongado, af igual
que en otros estudios.”**2* De enero a agosto de 1997. 1a frecuencia de aislamientos de Klebsiella
pneumoniae fue variable, sin embargo casi todas las bacteremias se originaron por ia clona A.
Se demostré ademds, que de tos tres periodos con elevado nimero de aislamientos en sangre
(septiembre de 1996, mayo y octubre de 1997) que fueron registrados como brotes
intrahospitalarios por parte de cciu, uno cumplié con la deftnicion de brote (mayo de 1997) ¥
en las otras dos ocasiones predominaron las bacteremias causadas por cepas NR, lo cual modi-
fic6 la informacidn registrada por dicho comité. v se confirmé un brote prolongado.

Las infecciones intrahospitalarias por Klebsteila pneumoniae son relativamente frecuentes
en lactantes y dreas criticas como la uciv, debido a los factores predisponentes que presentan
los pacientes como la inmadurez transitoria en los recién nacidos. los mdltiples procedimien-
tos invasivos que son necesarios para el diagndstico v tratamiento. y la estancia prolongada,
entre otros.'**'* Fue notorio que el brote prolongado por la clona 4 se localizé en fos servicios
de uciv y lactantes del hospital; probablemente la diseminacién se presentd a partir de los
casos en la uciv, donde se registrd el mayor nimero de infecciones. Cuando los recién nacidos
ya no requieren de cuidados intensivos al ser trastadados al servicio de lactantes, provocaron la

apariciGn de los casos que se registraron en este servicio ¥ posteriormente, por las caracterdsti-
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cas de funcionamiento del hospital. permitid la salida de 1a clona del 4rea critica y dando lugar
a los casos que se presentaron en menor frecuencia en otros servicios del hospital.

Para explicar ia existencia de casos aislados y en forma esporddica en ei resto del hospital,
se conjuntan varios factores: uno es la atencién de un 40% de pacientes con enfermedades
crénicas y/o hematooncoldgicas. que reingresan constantemente. Algunos autores** han des-
crito la colonizacién del tracto gastrointestinal como un factor para el desarrollo de bacteremia
en pacientes con inmunocompromiso y en este caso, los pacientes pudieron colonizarse duran-
te un ingreso previo. en los periodos donde se registraron un gran nimero de casos por la clona
A, y posteriormente desarrollar una bacteremia de origen endégeno; otro factor es la rotacién
del personal médico residente. técnicos de laboraterio y radiologia, los cuales pueden tener
contacto con un paciente infectado. colonizarse tem, oralmente (manos), y ser los responsables
de la transmisién a otros pacientes. Este fendmeno estd reconocido en hospitales donde la
movilizacidn interna del personal de salud es mayor.*

La diseminacién de una clona puede ocurrir no solamente dentro de un hospital, existen
estudios que demuestran la transmisién entre hospitales de una misma regién, como consecuen-
cia del traslado de pacientes colonizados y/o infectados entre un hospital y otro.”™** La uciv del
hospital de Pediatria recibe pacientes de hospitales generales y otras unidades de cuidados inten-
sivos, por lo que no seria dificil que la clona A proviniera de otro hospital (donde se han identifi-
cado brotes por Klebsiella pneumoniae), lo que puede dificultar la erradicacidn de una clona.

En este estudio hube una mayor frecuencia de aislamiento de Klebsiella pneumoniae en
sangre y puntas de caiéteres intravasculares, lo cual, aunado a la recuperacién en liquido de
dilisis de pacientes con didlisis peritoneal continua ambulatoria, sugiere la manipulacidn inade-
cuada y con deficiencia en las técnicas de asepsia. Entre los pacientes que fueron infectados por
la clona A, la letalidad fue baja (20%) comparativamente con lo que se ha informado habitual-
mente en brotes por enterobacterias en unidades neonatales de cuidados intensivos." La detec-
cién de casos en etapas inciales motivé que se tomaran una serie de medidas preventivas y de
accidén oportuna. por ejemplo, iniciar con un esquema antimicrobiano con cobertura para
Klebsiella pneumoniae ante sospecha de sepsis nosocomial (cefotaxima-amikacina), y modifi-
cacién temprana (48 horas) del esquema de antibiéticos al no observar mejoria clinica y/o

resistencia bacteriana in vitro: se disminuyd el nimero de dias de permanencia de los catéteres
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intravasculares; se limit6 el uso de esquemas de amplio espectro injustificados: se separaron
los pacientes infectados y se reforzaron en el personal (enfermeras, médicos residentes y tra-
tantes) las medidas sobre técnicas de aislamiento.

En la actualidad, los métodos moleculares se utilizan en conjunto con los datos
epidemioldgicos, para establecer con certeza la existencia de un probiema nosocomial o de la
persistencia de clonas comunes en uno o varios hospitales. El paso inicial para la sospecha de
un brote intrahospitalario es el incremento en el nimero de aislamientos, la aparicion de un
microorganismo no aislado habitualmente en el laboratorio, el reporte de un pertil de suscepti-
bilidad antimicrobiana multirresistente o un cambio total con respecto a lo registrado para esa
especie bacteriana. Ya que el laboratorio ha verificado la identificacién del microorganismo y
los perfiles de sensibilidad, los miembros del comité se encargan de iniciar las medid. » nece-
sarias para detener la posible diseminacion del brote. En ocasiones los laboratorios de rutina
no tienen la posibilidad de efectuar estudios genotipicos para demostrar que verdaderamente
todos los aislamientos recuperados de los pacientes corresponden a un mismo origen ¥ cuando
no se encuentra la posible fuente, reservorio o factor comuin, es dificil. eliminar o confirmar la
existencia de un brote. Esto no impide, desde luego, que toda la investigacién epidemioldgica
y las acciones que se recomiendan ante estas situaciones sean llevadas a cabo v. jamds deberd
esperarse la confirmacién de un brote mediante un estudio de epidemiologia motecular parael
inicio de las acciones que son fundamentales y evitan la aparicion de casos secundarios.

No hay duda de la superioridad de los métodos de tipificacién que se basan en andlisis del
material genético para la discriminacion de aislamientos del mismo género v especie.” En la
actualidad existen varios reportes®“*** donde se menciona la utilidad de prce para la tipificacién
de Klebsiella pneumoniae tanto en situaciones de brotes epidémicos como en ausencia de
ellos. En esta investigacion fue posible tipificar casi la totalidad de las cepas. con excepeion de
seis aislamientos donde, a pesar de varios intentos, el resultado indicd que el Apx se degradd
probablemente por la presencia de nucleasas enddgenas.® Cuando hay dificuliad en la
tipificacién, se recomienda el empleo de métodos alternativos como ribotipificacién™ o RapD-
pcr'** (random amplified polymerase chain reaction), estos no son superiores a prGe. Con el
método de RaPD-pcR no hay criterios definidos para la interpretacién de los resultados en

Klebsiella pneumoniae. Ya que el nimero de cepas que no fueron tipificadas no alteraria
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sustancialmente los resultados y las conciusiones obtenidas. por lo que no se realizé otro mé-
todo de tipificacidn.

Una de las clases de resistencia de Klebsiella preumoniae que ha favorecido la aparicién
de brotes y ha sido ampliamente estudiada. es la produccién de B-lactamasas de espectro ex-
tendido.”**’ La diseminacién de esta resistencia puede resuitar de los siguientes mecanismos:
clonal, cuando una clona bacteriana adquiere resistencia a une o varios antimicrobianos por
mutacién o herencia de un solo plasmido: transferencia de uno o de varios pldsmidos, en el que
un microorganismo puede heredar un plismido resistente que se ha diseminado en diferentes
especies y transposicion, que resulta de la distribucidn de un tipo determinante de resistencia
como transposones o secuencias de insercién. Uno o mds de estos mecanismos han contribui-
do en la Jiseminacion de patrones de resistencia en cepas de Klebsiella pneumoniae de un
hospital y también desde un hospital a otro. Con la facultad de que algunos de los determinan-
tes de resistencia se han distribuido a otros miembros de las Enterobacterias. ™™

La mayoria de las cepas incluidas en este estudio tienen concentraciones minimas
inhibitorias, elevadas para cefalosporinas de tercera generacién y concentraciones bajas para
carbapenems, lo cual podria indicar que son productoras de 8-lactamasas de espectro amplio
mediadas por pldsmidos.* La coexistencia con otro tipo de informacién como resistencia a los
aminoglucésidos®** sugiere que el factor comun podria corresponder a plasmidos y la expre-
sién fenotipica puede resultar de manera variable. Al igual que otros antibiéticos. la seleccion
de resistencia a la amikacina se relaciona probablemente por su modo de uso en los tratamien-
tos empiricos de los pacientes en el hospital.

En el presente estudio, no se realizd la demostracién de que el ApN plasmidico codifica los
patrones de resistencia observados en las cepas de Klebsiella pneumoniae. Aunque el anélisis
de estas enzimas, incluyendo sus determinantes genéticos, aporta mayor informacién sobre ¢l
microorganismo que da a lugar a un brote, no puede sustituir u ofrecer conclusiones diferentes
a las que se obtienen mediante la tipificacion por prGe.

La presencia de cepas de Klebsiella pneumoniae productoras de B-lactamasas en las unida-
des hospitalarias se ha atribuido, en parte. al uso indiscriminado de cefalosporinas de amplio
espectro,®** por lo que se recomienda que como parte de la vigilancia del control de infeccio-

nes nosocomiales, se establezcan medidas periddicas para evitar estos problemas,
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El control de las infecctones intrahospitalarias originadas por una clona endémica que ha
permanecido por un largo plazo, es més dificil de controlar que los brotes relacionados a un
reservorio o fuente de infeccién comiin, La identificacién y deteccién de pacientes coloniza-
dos por una clona disminuird la aparicion de casos secundarios y finalmente erradicara total-
mente este problema. Este estudio sugiere la necesidad de mantener en forma permanente las
medidas de control, y notificar a todo el personal del hospital en forma periddica los resultados
de la vigilancia epidemiolégica.

La concientizacién de dicho personal y la motivacién a través de la retroalimentacién con-
tinua puede modificar notoriamente las tasas de infecciones nosocomiales en centros especia-

lizados de atencién.

2STA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTEGCA
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CONCLUSIONES

* La mitad de los aislamientos de Klebsiella pneumoniae correspondieron a un mismo
origen genético, lo que hizo evidente la existencia de una clona comiin que persistié durante un
periodo de 16 meses, el drea de mavor riesgo fue el cuarto piso (factantes v UCiv).

* Las medtdas de contro! para infecciones nosocomiales aplicadas durante el periodo de agos-
to de 1996 a octubre de 1997 limitaron los brotes intrahospitalarios v disminuveron la incidencia
de bacteremias por Klebsiella pneumoniae en el hospital, sin embargo no se logrd erradicar la
clona que ocasiond una diversidad de infecciones en el hospital. predominando las bacteremias.

* La evidencia de brotes persistentes en instituciones de salud. promueve a crear dispositivos
durante la vigilancia para evaluar el cumplimiento de tas normas v medidas estat. xcidas, lo que
permitird modificar la reglamentacién y las politicas para el control de las infecciones nosocomiales.

* La deteccién temprana de pacientes colonizados por una clona comun puede disminuir la
aparicién de casos secundarios y finalmente, erradicarse el problema.

* Se debe informar peniddicamente a la comunidad médica de los resultados de la vigilancia
epidemioldgica para hacer énfasis en la necesidad de mantener de forma activa v continua las
medidas para el control de las infecciones nosocomiales.

* Un programa de control de infecciones resulta exitoso si cuenta con la cooperacién de
médicos y enfermeras que respondan a las necesidades de los pacientes v estén dispuestos a

aprender, enseiiar y reconocer los logros del programa.
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