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RESUMEN

Objetivo: Caracterizar un brote de S. marcescens en una Unidad de Terapia Intensiva Neonatal
(UCIN) con técnicas de genotipificacion e identificar factores de riesgo mediante un estudio
epidemioldgico de casos y controles.

Material y métodos: En el periodo comprendido entre el 17 de mayo del 2006 y 17 de junio del
2006 se documentaron siete aislamientos de S. marcescens en pacientes hospitalizados en la
Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales.

Se realiz6 electroforesis en gel por campos pulsados (PFGE) de los aislamientos para determinar
su relacion filogenética.

Se realizé estudio de casos y controles para identificar factores de riesgo de desarrollo de
infeccion / colonizacién por S. marcescens.

Resultados: El estudio de electroforesis en gel por campos pulsados de las cepas aisladas mostrd
que se trataba de una misma clona, demostrando que existié un mecanismo de infeccion cruzada
entre los pacientes. Los cultivos de soluciones y superficies inanimadas en el sitio del brote
fueron negativos. No se cultivo al personal que labora en la UCIN.

Se llevo a cabo un estudio de casos y controles para identificar factores de riesgo, encontrandose
unicamente la alimentacion enteral y uso de sonda orogdstrica como factores de riesgo con
significancia estadistica para desarrollar infeccion por S. marcescens.

Conclusion: El andlisis epidemiolégico mds la complementacion con estudios de epidemiologia
molecular permitié demostrar la transmision horizontal de S. marcescens a través de un

reservorio gastrointestinal en este brote.



INTRODUCCION

Serratia marcescens, es un bacilo aerobio gram negativo de la familia Enterobacteriaceae, que
cldsicamente habia sido considerada una bacteria saprofita, sin embargo, en los tltimos 60 afios
se ha convertido en un agente de gran relevancia clinica siendo responsable de brotes
nosocomiales y provocando una gran diversidad de infecciones como neumonia, infeccion de vias
urinarias, infeccion de heridas quirdrgicas, meningitis, endocarditis y sepsis. En los dltimos 10
aflos ha tomado mayor importancia por su participacién en brotes en terapias intensivas

neonatales, ademds de que cada vez es mds frecuente el aislamiento de cepas multiresistentes' .

Los brotes nosocomiales en adultos se relacionan cominmente a colonizacién de tracto
respiratorio y urinario, mientras que los brotes en unidades neonatales se relacionan mds al tracto

gastrointestinal lo cual facilita la contaminacién cruzada y el desarrollo de brotes.> ' '

Debido a su capacidad de colonizar el tracto gastrointestinal, piel y objetos inanimados de las
terapias, asi como sobrevivir en sustancias desinfectantes, estos brotes suelen ser dificiles de
controlar causando el cierre de unidades de terapia intensiva. En estudios previos se han
identificado factores de riesgo como bajo peso al nacer, estancia hospitalaria prolongada y

maniobras invasivas" % 114,

A pesar de que se han identificado clonas de S. marcescens que persisten por varios meses en la
terapias de cuidados intensivos, la mayoria de los brotes no son estudiados a fondo sin poderse

establecer si se trata de una misma clona o si se trata de aislamientos con origen enddgeno.



Las técnicas de biologia molecular permiten establecer la relacién genética de las cepas aisladas
permitiendo caracterizar de una forma mds completa los brotes nosocomiales. A pesar que se han
descrito varias técnicas como RFLP, RAPD y ribotipificacion, se considera que la electroforesis
en gel por campos pulsados es la técnica mas discriminativa y reproducible para estudios de
epidemiologia molecular'® '> '*'°. Actualmente, con el desarrollo de técnicas cortas se pueden
obtener resultados en 72 hrs'"', lo cual permite implementar medidas para el manejo de los brotes

nosocomiales.



HIPOTESIS
Los aislamientos de S. marcescens en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales (UCIN)
representan un brote nosocomial con transmisién horizontal y reservorio en tracto

gastrointestinal.

OBJETIVO
Caracterizar un brote de S. marcescens en la unidad de cuidados intensivos neonatales (UCIN)
mediante técnicas de biologia molecular y determinar factores de riesgo a través de un estudio

retrospectivo de casos y controles.



MATERIAL Y METODOS

DESCRIPCION DEL AREA FISICA DEL ESTUDIO

La Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales del Hospital Infantil de México Federico Gémez
se encuentra organizada en 3 secciones: un drea de terapia intensiva que incluye 12 camas y un
aislado con 4 camas; un drea de terapia de cuidados intermedios con 6 camas; y un drea de
crecimiento y desarrollo con 8 camas. Cada drea es atendida por un grupo de médicos y
enfermeras, excepto durante las noches y fines de semana donde los residentes de guardia estdn a

cargo de todos los pacientes.

La relacion enfermera:paciente es de 1:2 durante el turno diurno y varia de 1:3 a 1:4 durante las

noches y fines de semana.

Esta unidad opera como centro de referencia para neonatos con patologias que ameritan atencion

de tercer nivel.



DISENO DEL ESTUDIO:
Para definir si se trataba de un brote nosocomial, se calcularon las tasas de infeccién por S.

marcescens en el periodo pre-epidémico, epidémico y post-epidémico.

Para establecer si se trataba de una misma clona de S. marcescens, se realizé la genotipificacion
con electroforesis en gel con campos pulsados (PFGE, siglas en inglés de pulse field gel

electrophoresis) de las cepas aisladas.

Ademds, se realizo el estudio epidemioldgico de casos y controles para identificar factores de

riesgo para desarrollo de infeccidn / colonizacion por S. marcescens.



DEFINICIONES EPIDEMIOLOGICAS

DEFINICION DE CASO

Se definié como caso a aquellos pacientes hospitalizados en UCIN durante el periodo epidémico
del 17 de mayo al 17 de junio del 2006, con cultivos positivos para S. marcescens. Se considerd
como colonizacién a aquellos pacientes-caso con aislamiento asintomdtico de S. marcescens de
sitios no estériles, y pacientes-caso infectados a los pacientes con aislamiento de sitio estéril y

con datos clinicos compatibles con bacteriemia.

DEFINICION DE CONTROL
Los controles se definieron como aquellos pacientes hospitalizados en UCIN durante el periodo
epidémico, sin cultivos positivos para S. marcescens ni datos clinicos compatibles con

bacteriemia y que contaran con un minimo de 72 h. de contacto con los casos.

DEFINICIONES DE PERIODOS EPIDEMIOLOGICOS

Periodo pre-epidémico: 12 meses previos al periodo epidémico.

Periodo epidémico: Se consideré desde la fecha del primer aislamiento hasta la fecha del dltimo
aislamiento (17 de mayo a 17 de junio). Se identificaron 18 pacientes expuestos (incluyendo los
€asos)

Periodo post-epidémico: Se consideré un mes posterior al periodo epidémico, durante el cual no

se registré ningun caso.



FACTORES DE RIESGO

Para el andlisis de factores de riesgo se incluyeron las variables: sexo, peso al ingreso,
prematurez, bajo peso para edad gestacional, uso de antibidticos previos, duracion de estancia en
UCIN hasta final del periodo epidémico, uso de catéter venoso central, NPT, SOG, alimentacion

y manifestaciones gastrointestinales (diarrea y/o vémito).

ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico se utilizo el paquete SPSS 11.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). Se definieron
diferencias significativas con prueba exacta de Fisher y se establecieron razones de riesgo (RR)
con intervalo de confianza al 95% (IC 95%) para variables dicotomicas con diferencias

significativas.

IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO
Se aislé S. marcescens por métodos estandarizados del laboratorio de bacteriologia de nuestro

hospital.

Los hemocultivos fueron procesados por el sistema automatizado Bactek (bioMerieux, Inc.,
Hazelwood, MO, USA). La identificacion bioquimica y patrén de susceptibilidad antimicrobiana
de los aislamientos de sitos estériles se llevo a cabo con el sistema Vitek (bioMerieux, Inc.,

Hazelwood, MO, USA).

Los aislamientos de coprocultivos se identificaron tanto por método automatizado como por

pruebas bioquimicas manuales.
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ELECTROFORESIS EN GEL POR CAMPOS PULSADOS (PFGE)

Con base a la técnica descrita previamente por Miranda y col', el DNA genémico de cada

aislamiento se obtuvo de la siguiente manera:

Se inoculé una colonia de cada cepa en medio BHI durante una noche, al dia siguiente se tomaron
200ul y se colocaron en un tubo de 2.5ml que se centrifugé a 13,000rpm por 2 min. Se retiro el

sobrenadante y se resuspendid el botdn celular en 0.5ml de buffer de suspension celular (CSB,

100 mM, Tris, 100 mM EDTA, pH 8.0). Después de centrifugarse nuevamente a 13,0000rpm por

2 min., se retird el sobrenadante y el boton se resuspendié en 0.5ml de CSB.

Los tubos se colocaron a 37°C por 5 min. y a cada tubo se le agreg6 25ul de proteinaza K (stock

de 20mg/ml) agitdndolo manualmente 8 veces. Después se agregaron 0.4ml de agarosa de bajo
punto de fusién y la mezcla se vacié en moldes de bloques para PFGE (Bio-Rad, Hercules, CA)

dejandolos a 4°C por 15 min. para solidificacion.

Cada bloque se coloc6 en un tubo de 2.5ml con 0.5ml de buffer de lisis celular (CLB, 50 mM

Tris, 50 mM EDTA, pH 8.0, 1% Na lauroil sarcosina) y 20ul del stock de proteinaza K

dejandolo a 50°C durante una noche.

Cada bloque fue colocado en un tubo coénico de 50ml y se realizaron 2 lavados con agua
bidestilada y 6 lavados con buffer TE [10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0]. Cada lavado tuvo una

duracion de 20 min. a una temperatura de 50°C intercambiando el buffer entre cada lavado.

Se dividi6é cada bloque a la mitad y se colocd en un tubo de 2.5ml con 300ml de buffer de
restriccion 1x y 50 unidades de Spel (Roche, Mannheim, Alemania) y se incubaron por 2 horas a

37°C. Cada bloque con DNA digerido fue dividido en dos y una mitad se transfirié a un gel de

agarosa 0.8% para corrimiento de PFGE.
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El gel se colocé en una solucién de bromuro de etilo por 3 min. y se enjuagd con agua bidestilada

por 30 min.

Posteriormente se visualizé el gel utilizado el sistema Gel-Doc (Bio-Rad, Hercules, CA). Los

patrones de bandeo se interpretaron de acuerdo a los criterios publicados por Tenover™.
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RESULTADOS

El primer cultivo positivo de S. marcescens se report6 el 17 de mayo del 2006 en un paciente con
diagndstico de prematurez y cardiopatia hospitalizado en el area de terapia intensiva, seguido por
un paciente con diagndstico de ventriculitis del que se aislé S. marcescens en liquido

cefalorraquideo.

Al identificarse el segundo caso, se notificé al Departamento de Epidemiologia inicidndose el

estudio de brote y el cierre de la sala.

Después del aislamiento del los dos casos iniciales, los demds pacientes de la terapia intensiva
fueron colocados temporalmente en el drea de cuidados intermedios mientras se realizaba un
lavado del drea de terapia intensiva, por lo que por 24 h. todos los pacientes estuvieron en una

misma drea fisica bajo el manejo de un mismo grupo de personas.

En las semanas siguientes, se mantuvo vigilancia del resto de los pacientes hospitalizados en la

UCIN lograndose identificar 5 coprocultivos con desarrollo de S. marcescens en 4 pacientes.

Se cultivaron férmulas de alimentacion, soluciones, agua y lavabos sin lograrse ningun

aislamiento microbiano. No se cultivé a ningin medico ni enfermera del drea.

Al no documentarse mds aislamientos en sitios estériles después de 10 dias, se decidid abrir la

sala nuevamente, aunque persistieron los aislamientos de S. marcescens en coprocultivos.
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El 17 de junio del 2006 se registrd el dltimo aislamiento de S. marcescens en un coprocultivo,

después de lo cual pasaron 30 dias sin nuevos aislamientos.

Se identificaron 7 casos durante el periodo epidémico, dos de estos fueron diagnosticados como
una bacteriemia y una infeccion de sistema nervioso central, respectivamente y los otros 5 fueron

pacientes colonizados a nivel gastrointestinal.

Utilizando los registros de la UCIN y del laboratorio de bacteriologia se identificaron 12

controles.

Las tasas de incidencia para aislamientos de S. marcescens en los periodos pre-epidémico,
epidémico y post-epidémico demostraron claramente que se trata de un brote nosocomial ya que
solo se identificé un caso de S. marcescens entre mayo 2005 y mayo 2006 (periodo pre-
epidémico) equivalente a 0.08 casos/14 ingresos/mes, lo cual incrementé a 7 casos/14
ingresos/mes (periodo epidémico). En el mes de seguimiento posterior al brote no se identificaron

casos (Figura 1).

Uno de los casos fallecid, por lo que se calculé una tasa de letalidad de 14.2% y una tasa de

mortalidad de 5.2 por 100 expuestos.

El andlisis estadistico mostré diferencias estadisticamente significativas en el uso de sonda

orogdstrica, alimentacion enteral, estancia hospitalaria y manifestaciones gastrointestinales. Se

14



encontraron riesgos relativos de 2.40 (1.22-4.68, 1C95%) para el uso de sonda orogdstrica y de

2.16 (1.20-3.39) para alimentacion enteral. (Cuadro 1)

Los resultados del PFGE mostraron que se trata de una misma clona en los 7 aislamientos (Figura

2 y Cuadro 2).
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DISCUSION
Las terapias intensivas neonatales son escenarios de brotes nosocomiales con consecuencias

devastadoras dadas las condiciones de los pacientes®'.

Los reportes de brotes por Serratia marcescens se han incrementado en los ultimos afios ya que
estos presentan a una diseminacion rdpida y dificil control, ademds de que se asocian con una alta
morbilidad y mortalidad. En muchas ocasiones es necesario el cierre de estas unidades para poder

controlar estos brotes™* &8 13:22:24,

Aunque en varios estudios de brote se ha podido rastrear un reservorio™ *°, la mayoria de las
publicaciones no logra identificar una fuente comuin como origen de los brotes. Nuestro estudio
tiene la limitante de no haber realizado estudios de escrutinio microbiolégico en el personal que
labora en la UCIN, ni tener estudios microbioldgicos concomitantes al inicio del brote (cultivo
de soluciones, NPT, formulas de alimentacion) para tratar de establecer una fuente comun. Dada
la evidencia de que el brote presentd un mecanismo de transmision horizontal, hubiera sido
interesante contar con resultados de coprocultivos del paciente indice, el cual cursé con
bacteriemia pero muy probablemente también inicié la diseminacion bacteriana a nivel

gastrointestinal.

Varios reportes de casos han logrado identificar a la prematurez, bajo peso para edad gestacional
y dispositivos invasivos como factores de riesgo para desarrollo de infeccidn por esta bacteria,
aunque estos también han sido reconocido como factores de riesgo para complicaciones

infectoldgicas en general® ' ' " En nuestro estudio solo se identificaron como factores de

16



riesgo a la alimentacién enteral y al uso de sonda orogdstrica lo cual sugiere un reservorio a nivel

de tracto gastrointestinal con un mecanismo de transmision horizontal.

En la serie de casos estudiados solo se presentd una defuncion, pudiéndose atribuir en parte al
patron de susceptibilidad multisensible que presentaba la cepa aislada, a diferencia de reportes de

la literatura donde es cada vez mds frecuente encontrar cepas multirresistentes’ >,

Llama la atencion que los casos con aislamiento de S. marcescens en coprocultivo presentaron
manifestaciones clinicas gastrointestinales al mismo tiempo que se tomd la muestra de heces.
Aunque la gastroenteritis no es estd descrita como una presentacion clinica de infeccion por
Serratia, y estas manifestaciones pueden atribuirse a una gran variedad de factores infecciosos y
no infecciosos, el aumento en la frecuencia en las evacuaciones y mayor manipulacién por parte

del personal pudo facilitar la propagacion horizontal del brote.

Aunque se podria plantear la posibilidad de contaminacion de las férmulas de leche maternizada,
este escenario es poco probable ya que se hubieran registrado mds casos en otras dreas del

hospital.

Los estudios de caracterizacién genética son una herramienta til para definir origen y clonalidad
de brotes nosocomiales y pueden ayudar a definir conductas en el control de infecciones
hospitalarias, en este caso se utilizé una técnica rdpida de PFGE con la cual es posible tener

informacion en 72 h. y plantear intervenciones oportunas.
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Es importante sefialar el hecho de que la sala de UCIN se reabri6 al no documentarse mds casos
de aislamientos en sitios estériles (sangre, LCR), sin embargo consideramos que la vigilancia
epidemioldgica debid continuar ya que habia evidencia de un reservorio gastrointestinal. Gracias
a los esfuerzos de los Departamentos de Epidemiologia y UCIN, se logré reforzar las medidas
higiénicas de la sala con énfasis en lavado de manos y técnicas de curacion de sondas, con lo cual

se logro limitar el brote y la apertura temprana de la Unidad.

Las medidas universales de seguridad bioldgica, especialmente el lavado de manos estricto es una
conducta que no debe ser ignorada y solo el apego a estas practicas llevard a un mejor control de

infecciones nosocomiales®* .
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ANEXO

CUADROS Y FIGURAS
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CASOS

BROTE DE S. marcescens EN LA UCIN, MAYO-JUNIO 2006
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Figura 1. Curva epidemioldgica de casos de S. marcescens en la UCIN en el periodo mayo

2005-julio 2006.
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CASOS CONTROLES p RR (IC 95%)

CARACTERISTICAS n=7 n=12
SEXO 0.650

FEMENINO 4 5

MASCULINO 3 7
PESO AL INGRESO (gr) 2450 (730-3600) 2765 (1125-4350) 0.530
PBEG 2 4 1.000
PREMATUREZ (<37 sdg) 2 3 1.000
SITIO DE AISLAMIENTO

SANGRE 1 NA

LCR 1 NA

HECES 5 NA
MANEJO ANTIBISTICO PREVIO 5 12
DISPOSITIVO INVASIVO

cve 3 10 0.129

SONDA OROGASTRICA 7 5 0.017 2.40 (1.22-4.68)
ESTANCIA HOSPITALARIA (dias)* 52 (34-85) 27.9 (4-72) 0.024
ALIMENTACI6N ENTERAL 7 6 0.044 2.16 (1.20-3.89)
NPT 4 9 1.000
MANIFESTACIONES GI 5 2 0.045
DEFUNCISN 1 0

CUADRO 1. Caracteristicas de los casos y controles del brote por S. marcescens en una

UCIN y resultados del analisis estadistico.

PEBG: Peso bajo para edad gestacional; CVC: Catéter venoso central; NPT: Nutricion parenteral,

GI: Gastrointestinal

*. Se defini6 estancia hospitalaria como el nimero de dias desde el ingreso hasta el dltimo dia del

periodo epidémico.
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Brote de Serratia marcescens. UTIP HIM 17 Mayo - 17 Junio 2006

14 214 879 918 919 947 980

A1 2 3 4 5 6 7

727 kb
# | Clave Fecha de Aislamiento
aislamiento
291 1 14 17 junio 06 Coprocultivo
2 | 214 23 mayo 06 LCR
3 | 879 17 mayo 06 Hemocultivo
194 4 | 918 28 mayo 06 Coprocultivo
145 = = 5| 919 28 mayo 06 Coprocultivo
. —_ 6 | 947 2 junio 06 Coprocultivo
97 - - 7 | 980 12 junio 06 Coprocultivo
= =
48 - -

FIGURA 2 y CUADRO 2. Genotipo por PFGE y fuente de aislamiento de las cepas del

brote.

Carriles: A: Marcador de peso molecular, 1 a 7: Aislamientos de S. marcescens de pacientes de la

UCIN, los nimeros superiores indican la clave de cultivo de cada aislamiento.
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