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ANTECEDENTES

El complejo Burkholderia cepacia (B. cepacia) pertenece a la familia
Pseudomonadaceae y representa un grupo de al menos 10 especies distintas
conocidas como genomovaros.'? Se trata de bacilos gram negativos moéviles,
aerobios, no fermentadores, productores de catalasa y resistentes a multiples
antimicrobianos. El periodo de incubacion es de 1 a 21 dias con media de 9
dias.® Usualmente se encuentran en la tierra y ambientes himedos (lavabos,
regaderas, albercas) lo que refleja su habilidad innata para crecer en fuentes

de agua con nutricién minima y sobrevivir por periodos prolongados.*®

Desde comienzos de la década de 1980 ha surgido como causa de infecciones
humanas oportunistas y nosocomiales, sobre todo en pacientes con
enfermedad granulomatosa crénica y fibrosis quistica.® Las infecciones clinicas
incluyen neumonia, infeccion de vias urinarias, bacteriemia, artritis séptica y

peritonitis.’

Existen reportes de brotes de pseudobacteriemia por B. cepacia relacionada a
contaminacion de equipo médico, medicamentos, soluciones antisépticas
(como yodopovidona y cloruro de benzalconio) y medios de hemocultivo
contaminados.®® Se ha identificado a geles lubricantes contaminados como
fuente comun de brotes, tal es el caso de un hospital pediatrico de Toronto que
durante 10 afios presentd infecciones nosocomiales por complejo B. cepacia

relacionadas a el uso de geles para ultrasonido contaminados.®

La hospitalizacion ha sido valorada como un factor de riesgo para infeccién por
B. cepacia. Bressler y cols. mencionan una media de estancia de 27 dias para
casos de bacteriemia por B. cepacia en unidades de cuidados intensivos y 20
dias para los controles (p=0.04);> Holmes y cols. encontraron una difenecia de
22 vs 12 dias de estancia respectivamente (p=0.005).>* Hasta el 80% de los
aislamientos se obtienen de pacientes criticamente enfermos internados en

unidades de cuidados intensivos.®



El centro médico de la universidad de Duke realizd un estudio de casos y
controles en pacientes sin fibrosis quistica,’® estableciendo los siguientes

factores de riesgo independientes para bacteriemia por B. cepacia:

1) Realizacion de 2 6 mas broncoscopias (OR=7.99)

Para prevenir la transmision de infecciones asociadas a cuidados de la salud,
todos los endoscopios sensibles al calor (broncoscopios, endoscopios,
nasofaringoscopios) deben limpiarse y someterse a desinfeccién de alto nivel
después de cada uso'? éste procedimiento lleva al menos 20 minutos
haciendo dificil su cumplimiento al 100%. Por lo anterior, los pacientes
sometidos a broncoscopia tienen mayor riesgo de infeccién por B. cepacia,

bacilo que ademas coloniza las vias respiratorias.

2) Instalacion de dispositivos intravasculares (OR=21.72)

La presencia de un dispositivo intravascular, principalmente catéteres puerto
subcutaneos a permanencia, incrementa el riesgo para infecciones del torrente
circulatorio por B. cepacia y otros bacilos gram negativos. Estos
microorganismos comunmente se asocian a soluciones contaminadas y son

una causa frecuente de bacteriemia en pacientes inmunosuprimidos. >

3) Insuficiencia renal en dialisis (OR=3.77)

La peritonitis que sigue a la dialisis peritoneal ha sido asociada con solucion de
yodopovidona contaminada por B. cepacia.® Por otro lado, la insuficiencia renal
cronica terminal que amerita hemodidlisis incrementa el riesgo de bacteriemia
ya sea por el uso de dispositivo intravascular o los antisépticos empleados en

el procedimiento de hemofiltracion.

4) Traqueostomia (OR=7.68)

Los pacientes con traqueostomia con frecuencia ameritan terapia respiratoria
siendo susceptibles de neumonia o neumonitis por B. cepacia debido la

contaminacion de nebulizadores o farmacos tales como el salbutamol.*®



5) cirugia abdominal realizada 4 semanas previas al evento de bacteriemia
(OR=6.58).

Otros estudios reportan que 8 de cada 10 pacientes con bacteriemia por B.
cepacia han estado con ventilador antes o durante el evento de infeccion del
torrente circulatorio.” Esto se debe a que la intubacién orotraqueal es un factor
de alto riesgo para infeccidbn mientras que el equipo de ventilacibn mecéanica se
considera un instrumento semi critico que confiere riesgo intermedio de

infeccion nosocomial.

La mayoria de las infecciones nosocomiales ocurren de forma endémica y
como casos aislados. Tan soOlo el 5% de éstas infecciones corresponde a
brotes que usualmente son pequefios (2 a 3 pacientes).'® La cuestién central
de un estudio epidemiolégico es determinar si una serie de aislamientos
bacterianos ha ocurrido coincidentalmente o como resultado de transmision

persona a persona.'’

Diferentes estudios de brotes hospitalarios por B. cepacia hacen uso de la
epidemiologia analitica, con una investigacion preliminar y estudio descriptivo
seguidos de un estudio comparativo (casos y controles o cohorte retrospectiva)

y confirmacion del brote (identificacién del patégeno en todos los casos).*® *°

Los sistemas comerciales automatizados para identificacion de patégenos y
sensibilidad antimicrobiana permiten determinar fenotipicamente las cepas de
un brote a nivel especie. Sin embargo, diferentes clonas bacterianas pueden
tener morfologia y sensibilidades antimicrobianas similares, resultando pruebas

relativamente insensibles.?!

La identificacion de B. cepacia en el laboratorio clinico es problematica porque
no es un unico fenotipo sino un complejo de por lo menos nueve especies
genéticas separadas. Para este agente los valores predictivos positivos varian
del 71 al 98% y los valores predictivos negativos van del 50 al 82% por lo que
se recomienda que cuando se utilizan equipos comerciales de identificacién de

cepas del complejo B. cepacia, los resultados deben confirmarse con la



realizacion de pruebas bioquimicas complementarias o por métodos

moleculares.®

Desde su descripcién inicial en 1983% la electroforesis en gel de campo
pulsado (EGCP) de fragmentos de ADN cromosoémico es el estandar de oro
para tipificar genotipicamente clonas de B. cepacia en estudios de vigilancia
epidemioldgica'® porque compara la similitud cromosémica entre los

aislamientos?®® confirmando la existencia de un brote.

Empleando EGCP, un estudio francés confirmd genotipicamente un brote por
B. cepacia en la unidad de cuidados intensivos pediatricos cuya transmision fue
interpaciente a través de dispositivos de terapia respiratoria.>® Por otro lado, en
Australia se descartd la transmision persona-persona de B. cepacia en
pacientes con fibrosis quistica al determinar que se trataba de cepas
genotipicamente distintas.*

Se estima que la mortalidad en pacientes con bacteriemia por B. cepacia es del
47%% de ahi la importancia de la deteccién oportuna de brotes por este
patégeno y la instalacion de practicas para control de infecciones que incluye
precauciones de contacto pues se ha comprobado que estas medidas son

Gtiles para limitar la transmisién de clonas virulentas de B. cepacia.’®

JUSTIFICACION

En el afio 2003 se identificaron 7 casos de bacteriemia por B. cepacia en el
departamento de oncologia del Instituto Nacional de Pediatria (INP) utilizando
técnicas fenotipicas a nivel especie lo que hizo sospechar fuertemente la
presencia de un brote sin confirmarlo. Desde entonces este patégeno ha sido
causa de vigilancia estrecha por el comité de infecciones nosocomiales del

instituto para deteccion oportuna de brotes y control de su transmision.

El sistema automatizado del laboratorio de bacteriologia del instituto permite la

identificacion fenotipica de cepas B. cepacia; a este nivel Unicamente se



establece la probabilidad de un brote. Actualmente para confirmar la existencia
de un brote debe documentarse la transmision interpaciente de clonas

bacterianas genotipicamente idénticas mediante EGCP.

Durante el mes de abril del 2010 se detectaron 3 casos de bacteriemia por B.

cepacia en la UCIP. Ante la sospecha de un brote, se vio la necesidad de

estudiarlo y establecer la existencia real de un brote mediante la confirmacion

genotipica de las clonas bacterianas.

OBJETIVOS

Confirmar la existencia de un brote nosocomial de bacteriemia por B. cepacia

en pacientes de la unidad de cuidados intensivos del INP mediante biologia

molecular.

HIPOTESIS

Existe un brote de bacteriemia por B. cepacia en pacientes de la unidad de

cuidados intensivos del INP.

DISENO DE ESTUDIO

Se realiz6 un estudio descriptivo de cohorte transversal, ambispectivo

(retrospectivo-prospecivo).

UBICACION DEL ESTUDIO

El Instituto Nacional de Pediatria es un centro de referencia que brinda

atencion de tercer nivel ubicado al sur de la ciudad de México. Tiene 235

camas, 17 correspondientes a la unidad de cuidados intensivos pediatricos. En



1985 se formd el comité de control de infecciones nosocomiales como parte del
departamento de infectologia pediatrica. Cuenta con un laboratorio de
bacteriologia certificado con base en la Norma Internacional ISO-9001:2000.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio descriptivo para establecer la existencia del brote
documentando: (1) Aumento en la incidencia de bacteriemia por B. cepacia. (2)
Presentacion de los casos en un corto periodo de tiempo. (3) Ubicacion de
todos los casos en un area determinada del hospital. (4) ldentificacion de

probables factores de riesgo que compartieron los casos.

Como se establece en los estudios epidemioldgicos de brote, el periodo de
vigilancia de aparicién de casos relacionados abarc6 desde un periodo de
incubacion de B. cepacia (9 dias) antes del primer aislamiento en hemocultivo,
hasta dos periodos de incubacién (18 dias) después del Gltimo aislamiento®®
por lo que el periodo de estudio comprendio del 6 de abril al 12 de mayo del
2010. Al no aparecer nuevos casos cuando concluyé la vigilancia

epidemioldgica, se considerd que el brote estaba controlado.

Generalmente se acepta que para determinar la presencia de un brote se debe
revisar el histérico de la enfermedad en cuestion en un afio antes de la
aparicion de casos. Debido a que la incidencia de una enfermedad
normalmente flucta por estaciones, se debe investigar los datos de
temporadas similares en afios previos®™ por ello en esta ocasién para apoyar
con mayor fuerza la probabilidad de un brote, se reviso el histérico de 5 afios

previos en los meses de marzo y abril en la UCIP.

Para el andlisis epidemiologico del brote se revisaron los expedientes, hojas de
cuidados de enfermeria y estudios radiograficos de todos los pacientes
ingresados en la UCIP del INP durante el periodo de estudio. Se recolectaron
las caracteristicas demograficas (edad, género), clinicas (incluyendo

procedimientos invasivos que confieren riesgo de bacteriemia nosocomial por



B. cepacia), resultados de laboratorio (cultivos, biometria hematica, proteina C
reactiva) y desenlace en el formato estandarizado M-1-2-01; instrumento que
utiliza el comité de control de infecciones nosocomiales del INP para reportar

los casos de infeccidn intrahospitalaria (Anexo 1).

La informacion se introdujo en una base de datos (SPSS 15.0 for Windows

Evaluation Version; Lead Technologies Inc.) para ser analizada.

Se definid como caso de bacteriemia por B. cepacia a los pacientes con cuadro
compatible de bacteriemia y aislamiento de B. cepacia en hemocultivo. La
identificacion bacteriana se realizd6 por método automatizado e incluyé

sensibilidad antimicrobiana.

El objeto de este estudio fue recuperar las cepas del agente patdgeno para
confirmar la existencia real del brote al comparar las clonas de cada caso de
bacteriemia por B.cepacia mediante EGCP que de ser genéticamente iguales,

confirman la transmision hospitalaria interpaciente.

CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes de 0 a 18 afios de edad, de cualquier género, hospitalizados en la
UCIP del INP durante el periodo de estudio de brote con: fiebre (temperatura
>38°C) y al menos un hemocultivo con aislamiento de B. cepacia mas

existencia de cepa congelada a -70°C.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes de 0 a 18 afios de edad, de cualquier género, hospitalizados en la
UCIP del INP durante el periodo de estudio:
e Con fiebre (temperatura >38°C) y hemocultivo con aislamiento de B.

cepacia sin existencia de cepa congelada a -70°C.



e Con fiebre (temperatura >38°C) y hemocultivo con aislamiento diferente a

B. cepacia.

e Con fiebre (temperatura >38°C) y hemocultivo negativo.

e Con fiebre (temperatura >38°C) sin hemocultivos tomados.

e Sin fiebre ni hemocultivos tomados.

Pacientes de 0 a 18 afios de edad, de cualquier género, hospitalizados en el

INP:

e Fuera del periodo de estudio.

e Durante el periodo de estudio en un &rea diferente a la UCIP del INP.

VARIABLES DEL ESTUDIO

Tabla 1. Variables del estudio.

Operacionalizacio

Caracteristicas

Variables Definicién n

Edad Edad cronoldgica del Afos y meses. Cuantitativa discreta.
paciente.

Género Caracteristicas Masculino o Cualitativa dicotémica.
fenotipicas del paciente. femenino.

Estancia Tiempo de permanencia Numero de dias. Cuantitativa discreta.

hospitalaria en el hospital.

Enfermedad de
base

Fiebre

Aislamiento de
B. cepacia.

Electroforesis
en gel por
campos
pulsados
Dispositivo
intravascular

Traqueostomia
Ventilacién

mecanica
asistida

Enfermedad que padece
el paciente a su ingreso.

Temperatura corporal.

Desarrollo de B. cepacia
en cultivo de sangre.

Visualizacion de bandas
de fragmentos de
restricciéon de DNA
bacteriano.

Utilizacion de catéter
venoso central o
periférico.

Colocacién de canula a
través de estoma
traqueal.

Uso de ventilador
mecanico conectado a
canula orotraqueal 0 a
canula de traqueostomia.

Nombre de la
enfermedad.

>38°C

Positivo o negativo.

Clonas iguales o
clonas diferentes.

Se instal6 o no se
instalo.

Se coloco o no se
coloco.

Se realiz6 o no se
realizo.

Cualitativa nominal.

Cuantitativa continua.
Cualitativa nominal*

Cualitativa nominal*

Cualitativa nominal.

Cualitativa nominal.

Cualitativa nominal.

* Todas las variables descritas son independientes a excepcion de éstas.



Se registraron variables cuantitativas y cualitativas para describir el brote y se
midieron las variables comparativas de exposicion previas a la bacteriemia
(Tabla 1). Estas variables de exposicion se establecieron con base en lo
descrito en diversos estudios de brotes por B. cepacia adaptadas a las
caracteristicas de los pacientes de la UCIP del INP. Se valoré la variable

dicotémica de similitud genotipica por EGCP para confirmar el brote.

ANALISIS MICROBIOLOGICO

El laboratorio de bacteriologia del INP procesa los hemocultivos de B. cepacia
a través de sistemas de deteccion microbiana automatizado Bact/ALERT
seguido de paneles comerciales de identificacion bacteriana y sensibilidad
antimicrobiana Dade MicroScan Negative Combo Panel Type 12; Dade Behring
(Anexo 2).

Los paneles MicroScan estan disefiados para determinar la sensibilidad a
agentes antimicrobianos y/o la identificacion a nivel especie de bacilos gram
negativos aerobios y anaerobios facultativos.

La identificacion se basé en la deteccidbn de cambios de pH, utilizacién de
sustratos y crecimiento en la presencia de agentes antimicrobianos al cabo de
16 a 42 horas de incubacién a 35°C. Se ha observado que Autoscan-4, un
lector automatico en el sistema MicroScan identifica correctamente el 95.4% de
los miembros de las enterobacterias (las lecturas falsas negativas ocasionales
para reacciéon de sulfuro de hidrogeno y arginina dihidrolasa son las
bioquimicas que conducen a una identificacién errénea). Una desventaja es
que el instrumento sefiala a veces biotipo “muy raro”.?® Cuando ocurre esto, se
emplea el programa Biotype Lookup que traduce los resultados de las 24
pruebas bioquimicas incluidas en los paneles gram negativos en un nimero de
8 digitos; posteriormente enumera las probabilidades relativas hasta un total
acumulado de 99.9% para la determinar la identificacion final.
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La sensibilidad antimicrobiana de los aislamientos se determiné evaluando el
nivel de antibidtico de la placa que logré inhibir el 50% de la poblacién
bacteriana, es decir la concentracion minima inhibitoria (CMI) del
microorganismo. Los resultados de CMI obtenidos con este sistema muestran
97% o mas de similitud con el método del CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute).?’

ANALISIS MOLECULAR

La utilidad de las técnicas moleculares incluyendo la electroforesis en gel de
campo pulsado (EGCP) es evaluar la relacion entre diferentes aislamientos de
un agente infeccioso y no la definicibn de una cepa bacteriana; ésta

identificacion se hace empleando técnicas de analisis microbioldgico.

Se realiz6 EGCP a todas las cepas de B. cepacia del brote en el laboratorio de
microbiologia clinica del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la
Nutricidn Salvador Zubiran (INCMNSZ) que cuenta con un sistema de mapeo
CHEF (contour-clamped homogeneous electric field electrophoresis) de
laboratorios Bio Rad; éste sistema se considera el estandar para la realizacion
de EGCP."

Aunque existen diversos métodos de preparacion de DNA para un mismo
organismo, la eleccion de la enzima de restriccion para digestion del DNA es
sin duda la variable mas importante. Las cepas de B. cepacia se procesaron en
el laboratorio del INCMNSZ con base en el protocolo propuesto por Vasil y

colaboradores?® (Anexo 3).

La relevancia epidemiolégica y diferencias significativas de las imagenes del
DNA cromosomico se establece con la capacidad del intérprete que observa
las clonas y los programas de cémputo para reconocer diferencias en los
patrones de bandas de los fragmentos de restriccion. El analisis debe ubicarse

en el contexto de los datos de cada aislamiento (estudio epidemiolégico) que
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pueden o no incluir la fuente del brote. En ese sentido, se trabaja “volviendo el
tiempo atras” y usualmente se elaboran conclusiones basadas en

probabilidades méas que en absolutos.*

ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un analisis descriptivo del brote mediante frecuencias y medidas de
tendencia central de variables. Se calcularon tasas de ataque, letalidad y
mortalidad de la poblacion en la UCIP durante el periodo de estudio.
RESULTADOS

Investigacién epidemioldgica

En la investigacion del brote, a lo largo de la vigilancia epidemioldgica
estuvieron hospitalizados 63 pacientes en la UCIP, de ellos 52% eran menores

de 2 afos. Durante este periodo se detectaron 3 casos de bacteriemia por B.

cepacia (Grafica 1).

Vigilancia epidemioldgica en la UCIP del 06 de abril 2010 al 12 de mayo 2010

Periodo de incubacién de B. cepacia 1-21 dias

Caso indice Caso 2 Caso 3

i

25.04.10

06.04.10
07.04.10 |
08.04.10 |
09.04.10 |
10.04.10 |
11.04.10 |
12.04.10 |
13.04.10 |
14.04.10 |
15.04.10
16.04.10 |
17.04.10 |
18.04.10 |
19.04.10 |
20.04.10 |
21.04.10 |
22.04.10
23.04.10
24.04.10
26.04.10
27.04.10 |
28.04.10 |
29.04.10 |
30.04.10 |
31.04.10 |
01.05.10 |
02.05.10 |
03.05.10 |
04.05.10 |
05.05.10 |
06.05.10 |
07.05.10 |
08.05.10 |
09.05.10 |
10.05.10 |
11.05.10 |
12.05.10 |

Grafica 1. Vigilancia epidemiolégica del brote de bacteriemia por B. cepacia en la UCIP.

El caso indice se identificé el 15 de abril del 2010, corresponde a un lactante
de género masculino de 6 meses de edad en quien se aislé del hemocultivo

periférico y en cultivo de aspirado bronquial B. cepacia. Siete dias después (22
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de abril del 2010) se aisl6 el mismo patégeno de hemocultivo central y
periférico en una lactante de género femenino de 5 meses de edad (Caso 2). El
24 de abril del 2010 B. cepacia fue identificada en el hemocultivo periférico de

un lactante de 2 afios de edad de género masculino (Caso 3).

Debido a que la presentacion de los casos no fue en forma conjunta y el tiempo
transcurrido entre la deteccién del caso indice y los subsecuentes (7 y 9 dias
después) se encontrd dentro del periodo de incubacién de B. cepacia, se
consider6é que la fuente probablemente fue de tipo propagada a través de

manos.

Para obtener el canal endémico de bacteriemia por B. cepacia en la UCIP, se
investigd la incidencia de esta infeccion de durante los meses de abril y mayo
de los 5 afios previos (2005-2009) sin encontrarse ningun caso durante esas
fechas. Por lo tanto la aparicién de 3 pacientes con aislamiento de B. cepacia
en los meses de abril y mayo del 2010 apoyo6 la posibilidad de un brote

nosocomial de acuerdo a criterios epidemiolégicos.

Asi mismo el que todos los casos compartieron la asociacion espacial de estar
hospitalizados en la UCIP dentro del area aislada para neonatos y lactantes
gue consta de 5 cunas radiantes (Figura 1) apoya nhuevamente la posibilidad de

un brote desde el punto de vista epidemiolégico.

15-abr-2010
22-abr-2010 taso
Caso2 _ -, indice

be-2010
£ . 3

oot
HNARn

Figura 1. Localizacion de pacientes del brote de B. cepacia en UCIP.
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Las caracteristicas demograficas, hallazgos clinicos, intervenciones
hospitalarias y mortalidad de los pacientes en la UCIP durante el periodo de
vigilancia epidemiol6gica se comparan con aquellas de los pacientes del brote
en la tabla 2. La relacion hombre-mujer se mantuvo en 2:1 para ambos grupos.
Se puede observar que la media de estancia hospitalaria fue mayor para los
casos de bacteriemia que para el resto de la poblacion (33 vs 13 dias). Como
el rango de dias de estancia para la poblacion global en UCIP fue muy amplio
(1 a 97 dias), se calcularon las medianas de estancia hospitalaria,
manteniéndose igual para los casos del brote pero con una diferencia mayor en

comparacion con los otros pacientes (33 vs 6 dias).

Poblacién global UCIP Casos del brote

NuUmero de pacientes 63 3
Hombres 42 2
Mujeres 21 1

Media de edad 49 meses 11 meses

Media de estancia hospitalaria 13 dias 33 dias

Mediana de estancia hospitalaria 6 dias 33 dias

Uso de dispositivo intravascular 46 (73%) 3 (100%)

Ventilacibn mecanica asistida 41 (65%) 3 (100%)

Tragueostomia 7 (11%) 1 (33%)

Defunciones 12 (9%) 1 (33%)

Tabla 2. Caracteristicas entre la poblacion en UCIP y los casos del brote.

La tasa de ataque de bacteriemia por B. cepacia en la UCIP fue de 4.76%, sin
embargo, si consideramos que todos los casos tuvieron menos de 2 afios de

edad la tasa de ataque se incrementa a 9% para esta poblacion etarea.

El tratamiento empirico inicial fue con cefepime para el caso indice,
ciprofloxacino y ceftriaxona para los casos 2 y 3 respectivamente. Cuando se
tipificaron los bacilos como B. cepacia, se cambio el tratamiento a trimetroprim-

sulfametoxazol con base en el reporte de susceptibilidad antimicrobiana.

Dos pacientes evolucionaron favorablemente y uno fallecié por choque séptico
como consecuencia de la infeccion nosocomial, resultando una tasa de
letalidad del 33%. La mortalidad global de la UCIP durante el periodo de
vigilancia fue de 19%, incrementando a 42% en menores de 2 afos.

14



No se detectd ningun otro caso de bacteriemia por B. cepacia en la UCIP

durante el periodo de vigilancia.

Investigacion microbioldgica

Se estudiaron 5 aislamientos de B. cepacia distribuidos de la siguiente forma:
del caso inice un hemocultivo periférico y un cultivo de aspirado bronquial; un
hemocultivo central y un hemocultivo periférico correspondientes al caso 2 y un

hemocultivo periférico del tercer caso.

A la observacion microscépica de los cultivos se encontraron bacilos gram
negativos pequefios. Todas las cepas, crecidas en agar chocolate,
desarrollaron colonias brillantes, de consistencia blanda, bordes definidos y
lisos, con produccién de pigmento verde obscuro. En agar MacConkey se

observé expresion del caracter lactosa negativo.

Las placas MicroScan Negative Combo Panel Type 12 (analizadas mediante el
sistema Autoscan 4) identificaron los 5 aislamientos como B. cepacia. Debido a
gue la sensibilidad por este método es alrededor del 95.4% se realiz6 un perfil
bioquimico extenso con 21 pruebas que confirmaron la identificacion de B.
cepacia dentro de las que destacan la reduccién de sacarosa e hidrélisis de

gelatina positivas.

El panel de susceptibilidad antimicrobiana incluy6 los siguientes antibioticos:
ticarcilina-clavulanato,  piperacilina-tazobactam, ceftazidime, cefepime,
meropenem, trimetroprim-sulfametoxazol, ciprofloxacino, levofloxacino,
gentamicina, tobramicina y amikacina. El 100% de las cepas fue sensible a
trimetroprim-sulfametoxazol, cefalosporinas, quinolonas y carbapenemicos.
Todos los aislamientos resultaron resistentes a aminoglucésidos, propiedad

inherente de B. cepacia.®® También fueron resistentes a ticarcilina-clavulanato.

Las 5 cepas mostraron perfiles bioguimicos y susceptibilidad antimicrobiana
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idénticos apoyando la probabilidad de un brote.

Investigacion molecular

La EGCP se llevo a cabo en 4 aislamientos de B. cepacia provenientes de
hemocultivos. No se incluy6 la cepa obtenida de aspirado bronquial porque

ésta no se conservo a -70°C.

En la figura 2 se observan 5 patrones de EGCP correspondientes al marcador
de peso molecular (MPM) y cada uno de los aislamientos en sangre de B.
cepacia de la UCIP (denominadas A, B, C y D). La resolucion es de 10

fragmentos cuyo peso molecular va de 50 a 500Kb.

Los patrones de bandas observados para todos los aislamientos bacterianos
fueron compatibles con el genotipo B. cepacia y los 4 aislamientos examinados
fueron idénticos al restringirlos con la enzima Spe | indicando que se trata de

una misma clona bacteriana lo que confirmo el brote.

Aislamientos de UCIP

[ |

Kilobases

485.0
436.5 !
388.0 - -
3395 -
291.0 -
Figura 2. Patrones de EGCP de
LS ‘.. cepas de B. cepacia. MPM
194.0 o marcador de peso molecular
(especificado del lado izquierdo).
145.5 L. No se aprecian diferencias en las
bandas indicando que se trata de
7 b la misma clona ba.ctenana.' A y D=
Caso 2; hemocultivos periférico y
central respectivamente, B =
485 hemocultivo periférico de caso 3, C

= hemocultivo periférico de caso 1.
MPM A B C D
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CONTROL DEL BROTE

Se iniciaron medidas inmediatas trasladando a cada uno de los casos de
bacteriemia por B. cepacia a un cuarto separado donde se instalaron
precauciones especificas de aislamiento de contacto que consistieron en la
utilizacion de batas para accesar a los cuartos. Se insistio en llevar a cabo la

higiene de manos en personal médico, paramédico y familiares.

El personal de control de infecciones nosocomiales reforzé la capacitacion de
higiene de manos asi como el empleo de medidas de precaucion y vigilé su
cumplimiento. Se hizo mayor énfasis en el seguimiento de los pacientes en

riesgo.

DISCUSION

Burkholderia cepacia se ha identificado en mdltiples brotes nosocomiales de
bacteriemias, infecciones urinarias y respiratorias como resultado de
transmision persona-persona o bien alguna fuente comun contaminada en el

ambiente.*

El patron espaciotemporal de este brote es consistente con transmision
cruzada interpaciente. Esta observacién se apoya en 4 argumentos. (1) Todos
los casos presentaron infeccion del torrente circulatorio. (2) Se encontraron
dentro de un area cerrada en la UCIP donde el personal de enfermeria provee
cuidado exclusivamente a los pacientes ahi internados. (3) Las estancias
hospitalarias se traslaparon entre si y se encuentran dentro del periodo de
incubacion de B. cepacia. (4) El brote se control6 tras implementar medidas de
aislamiento estricto, apoyado por su identificacion temprana lo que lo limité a

sélo tres casos.

El analisis microbiolégico de los aislamientos de este brote relaciona las cepas
a nivel fenotipico por su igualdad bioquimica y de sensibilidad antimicrobiana.

Este hecho sugiere fuertemente que se trata de un brote nosocomial de

17



bacteriemia por B. cepacia mas no lo confirma ya que las cepas identificadas
mediante procedimientos automatizados pueden confundir diferentes
genomovaros de B. cepacia.'® En un estudio de Jenney y cols. se documentd
que cepas de B. cepacia fenotipicamente iguales mostraron patrones de
bandas diferentes al analizarlas con EGCP, es decir que no se trataba de la
misma clona bacteriana descartando la hip6tesis de transmision

interpaciente.?

Este es el primer estudio epidemiolégico de brote nosocomial en el INP que
emplea biologia molecular en su andlisis. Asi como en el estudio de Nasser y
cols., donde todos los aislamientos de B. cepacia fueron genotipicamente
idénticos,*! los resultados del andlisis fenotipico y genotipico para todas las
cepas bacterianas de nuestros pacientes concordaron al 100%. La EGCP
demostré que todos los pacientes fueron infectados por la misma clona de B.

cepacia confirmando que se traté de un brote nosocomial en la UCIP.

Es importante la diferenciacion entre un brote y una pesudobacteriemia, sobre
todo cuando se trata de B. cepacia. En este estudio la posibilidad de que los
aislamientos correspondan a pseudobacteriemias (cultivos falsos positivos) es
poco probable. En primer lugar, todos los pacientes tuvieron fiebre con datos
clinicos de bacteriemia por lo tanto, no s6lo cumplieron con el criterio 1 del
NNISS (National Nosocomial Infections Surveillance System) para definir
infecciones del torrente circulatorio con identificacion microbiolégica, sino
también con el criterio 2 (fiebre (>38°C), escalofrios o hipotension mas signos y
sintomas con resultados de laboratorio positivos no relacionados con infeccion
en otro sitio)."* Por otro lado, las muestras de hemocultivos de los casos 2 y 3
fueron tomadas el dia que egresaron de la UCIP (en los servicios de medicina
interna e infectologia respectivamente), disminuyendo asi la probabilidad que
los frascos de hemocultivo provinieran de un mismo lote contaminado o bien
gue la toma de los hemocultivos se haya realizado empleando un mismo

antiséptico contaminado o por una técnica inadecuada del personal.

Aungue en este brote se pensé en una fuente propagada y esto fue apoyado

por su rapido control, es importante que en futuros brotes se realice un estudio
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epidemioldgico y se cultiven los sitios del ambiente que suelen colonizarse por
B. cepacia incluyendo: sistemas de ventilacion, equipos para nebulizacion de
farmacos, medicamentos nebulizados (salbutamol), antisépticos (alcohol,
yodopovidona), lavabos y el agua corriente. Si se hubieran realizado estos
cultivos permitiria confirmar contundentemente la fuente propagada siempre y
cuando se compararan mediante EGCP las cepas del medio ambiente (en caso
de ser encontradas) con las cepas de pacientes y que fueran distintas. Tal es el
caso de un hospital universitario de Misisipi donde a pesar de una exhaustiva
bdsqueda, no encontraron reservorios ambientales ni alguna fuente comun de
B. cepacia confirmando por primera vez la transmision persona-persona del

bacilo entre pacientes con fibrosis quistica y sin esta enfermedad.?

Aunque el estudio no puede excluir totalmente la posibilidad de una fuente
comun, las medidas de precaucion implementadas en la UCIP a partir del brote
se han mantenido y hasta finales del afio 2010 no se presenté ningln caso
nuevo de bacteriemia por B. cepacia; lo que apoya la teoria de la transmision

interpaciente a través de manos.

Tanto los casos del brote como el resto de pacientes en la UCIP por sus
caracteristicas de gravedad tuvieron hospitalizaciones complicadas que
ameritaron uso de ventilacibn mecénica y dispositivos intravasculares sin existir
diferencias en ambas poblaciones (Tabla 2). Sin embargo, la estancia
hospitalaria que precedio la bacteriemia por B. cepacia fue de mayor duracion
que la estancia en el resto de la poblacién de la UCIP 33 (22-43) vs 13 (1-97)
dias (p=0.005). Lo anterior sugiere que la estancia hospitalaria fue un factor de
riesgo para bacteriemia por B. cepacia en este brote. Llama la atencion que la
media de estancia hospitalaria de nuestros casos es mayor que los reportados

en otros estudios donde se mencionan estancias de 22 a 27 dias.'®?3

Durante el presente estudio, la sensibilidad a trimetroprim-sulfametoxazol fue
del 100% a diferencia de lo observado en una cohorte del hospital universitario
de Duke en la que fue del 83%.? Este hallazgo parece estar asociado al tamafio

de muestra, ya que si se toman en cuenta todos los aislamientos de B. cepacia
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en el INP de los meses enero a junio del 2010, la sensibilidad a esta sulfa fue
similar (87%).

La letalidad de este brote fue de 33%, inferior a la tasa de mortalidad general
de la UCIP en menores de 2 afios (42%). Asi mismo esta por debajo de la
reportada anteriormente en un brote de bacteriemia por B. cepacia (47%)™
probablemente porque la deteccion, aislamiento de pacientes e instalacion de
precauciones de contacto fue rapida y oportuna. Otro factor que pudo haber
contribuido a una menor letalidad del brote analizado es que todos los casos
fueron tratados con trimetroprim-sulfametoxazol con base en la susceptibilidad
antimicrobiana como se documenté en el estudio de Woods y cols. donde el
beneficio en el desenlace de reduccion mortalidad asociado al tratamiento con
sulfas fue demostrado (RR, 0.62; 95% CI, 0.39-0.98).

CONCLUSIONES

Este estudio demostré mediante biologia molecular la transmision nosocomial
de B. cepacia entre los casos del brote de bacteriemia en la UCIP en donde el

analisis con EGCP es vital para confirmar cualquier brote a nivel hospitalario.

Se debe continuar con las practicas de control de infecciones del INP, basadas
en guias internacionales, que incluyen implementacion de precauciones
especificas de aislamiento del paciente y seguimiento cuidadoso de patégenos
identificados en el hospital que ocasionen eventos de riesgo como la B.

cepacia de este estudio.

Es importante implementar técnicas de biologia molecular en el INP para

confirmar la existencia de brotes intrahospitalarios.
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Anexo 1. Formato M-1-2-01 Comité de control de infecciones nosocomiales del

INP, pagina anterior.

i
INP

SISTEMA NACIONAL DE SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

. DATOS DE LA UNIDAD TRATANTE

"VIGILANGIA EPIDEMIOLOGICA DE INFECGIONES NOSOCOMIALES"

EXPEDIENTE:

FOLIO:

Nombre de la Unidad

Municipio

Domicilio

Estado

Jurisdiccion Sanitaria

Institucion

Responsable del llenado

Il. DATOS DE IDENTIFICACION DEL PACIENTE

Nombre

Apellido Paterno

Edad Meses

Apellide Materno

Dias

Nombre {s)

Servicio

Cama

Fecha de Ingreso

Fecha de Resolucion

dia/mes/afio

Fecha de Egreso

Desenlace

dia/mes/afic

Fecha de Detencién

dia/mes/anc

Causa de Muerte

Sitio de Infeccion

Motivo de Ingreso

dialmes/afo

Motivo de Egreso

. ANTECEDENTES QUIRURGICOS

CIRUGIA

PRIMERA

SEGUNDA

TERCERA

N,EoU

GRADO DE
CONTAMINACION

CLAVE

IV. FACTORES DE RIESGO

NOMBRE

CLAVE

DIAS

NOMBRE

CLAVE

DIAS

M-1-2-01-a
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Anexo 1. Formato M-1-2-01 Comité de control de infecciones nosocomiales del

INP, pagina posterior.

V. IDENTIFICACION MICROBIOLOGICA

A B D E
GERMENES
RESISTENCIA (1)
(2)
(3)
(4)
(5)
VI, SENSIE “IDAD MICROBIOLOGICA
A B D E
GERMENES
Vil. EPISODIOS
1er EVENTO 2do EVENTO 3er EVENTO
Vill. TRATAMIENTO ANTIMICROBIANO:
OBSERVACIONES:
M-1-2-01-b
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Anexo 2. Método de proceso de hemocultivos bacterianos. Laboratorio de
bacteriologia del INP.

1. Ingresar los datos del paciente en el equipo Bact/ALERT, introducir el frasco
de hemocultivo en la celda correspondiente.

2. Descargar el frasco de hemocultivo positivo detectado automéaticamente por
el equipo.

3. Inocular y estriar una gota de hemocultivo en agar sangre, agar chocolate,
agar feniletilalcohol y agar MacConkey. El agar chocolate se introduce en
una jarra con vela.

Incubar en estufa a 35°C+2°C por 16 a 24 horas.
Extraer agares y revisar crecimiento.

Tomar 3 colonias aisladas grandes con punta calibrada.

R -

Colocar punta calibrada dentro de botella Prompt de inoculacién con 30mL
de diluyente.

oo

Agitar para liberar bacteria de punta calibrada.

9. Colocar contenido en placa inoculadora D-Renok desechable e inocular en
panel para bacterias gram negativas (Dade MicroScan Negative Combo
Panel Type 12; Dade Behring).

10.Incubar placas a 35°C en un incubador sin CO».
11.Al cabo de 16 a 20 horas de incubacién, extraer los paneles del incubador.

12.Leer las sensibilidades antimicrobianas de los paneles manualmente
utilizando el visualizador de microdilucion de MicroScan con base en la
turbidez de los pocillos tomando en cuenta la concentracion antimicrobiana
mas baja que muestra inhibicion del crecimiento (pocillo transparente).

13.Leer todos los 24 sustratos de identificacibn para fermentaciéon de la
glucosa usando un fondo blanco. Si el sustrato es naranja o rojo, el
microorganismo es un no fermentador de glucosa.

14.Registrar los resultados en la hoja de trabajo del panel manual o en el
sistema auto SCAN-4 y WalkAway.

15.Volver a incubar durante 24 horas adicionales antes de hacer la lectura e
identificacion final.
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Anexo 3. Protocolo para electroforesis en gel de campo pulsado para
Burkholderia cepacia.”’ Laboratorio de microbiologia del INCMNSZ.

Hacer un cultivo fresco de la cepa en medio MacConkey.
Tomar una colonia e inocularla en 3 mL de BHI o caldo soya tripticaseina.

Incubar a 37°C toda la noche con agitacion 200 r.p.m.

R

Cosechar el cultivo en un criotubo de 1.5mL con diferentes volUumenes
hasta obtener el paquete celular estandarizado, con centrifugacion 2 min a
10 000 rpm.

5. Lavar con 1 mL de buffer SE (75 mM NaCl-25mM Na, EDTA) centrifugar 2
min a 10,000rpm.

6. Resuspender el paquete celular en 150uL de buffer SE.

7. Incubar a 50°C en bafio seco para equilibrar la temperatura, agregar 150 pL
de agarosa de bajo punto de fusion al 1.2% y mezclar.

8. Tomar 100uL de la mezcla y colocarla dentro del molde, realizar por
duplicado, dejar solidificar a temperatura ambiente y luego a 4°C durante 15
minutos.

9. Sacar el bloque de agarosa del molde y colocarlo en un tubo limpio de
1.5mL con 1 mL de buffer de lisis (0.5M de Na,; EDTA-1% Lauril sarcosil sal
de sodio) y 0.5 mg/mL de proteinasa K.

10.Incubar en bafio a 55°C con agitacion, durante toda la noche.

11.Lavar los bloques con buffer TE (10 mM Tris hydrochloride (pH 7.4)- 10mM
Na, EDTA, fenil-metil-sulfonil fluorado 1 mM) a temperatura ambiente vy
agitacion por 30 min. Este paso se realiza 4 veces.

12.Lavar dos veces mas con buffer TE, cada uno de 30 min.

13.Almacenar los bloques en buffer TE a 4°C para la digestion con la enzima
de restriccion (El DNA cromosomal es estable por varios meses)

14.Equilibrar los bloques con 300 pL del buffer de restriccion 1x, durante 30
min.

15.Digerir el DNA de los bloques con 300uL de buffer 1x y 30 U de enzima Spe
I, incubar a 37°C, durante toda la noche.

16.Después de la digestion lavar los bloques con buffer TE frio y almacenar a
4°C hasta su uso.

17.Electroforesis en campo pulsado, usar el programa con 2s iniciales hasta
28s finales, 6V, a 14°C, durante 20 horas.
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