UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ

“CARACTERIZACION MOLECULAR DE CLONAS BACTERIANAS
DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE AISLADAS DE INFECCIONES
NOSOCOMIALES EN LA UNIDAD DE CUIDADOS INTENSIVOS

NEONATALES DEL HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO

GOMEZ".

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
ESPECIALISTA EN:

NEONATOLOGIA

DIRECTOR DE TESIS:
D EN C. LETICIA VERONICA JIMENEZ ROJ
TUTOR DE TESIS:

ﬂ DR. DANIEL IBARRA RIOS
A

l




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DRA. REBECA GOMEZ CHICO VELASCO.
DIRECTORA DE ENSENANZA Y DESARROLLO
ACADEMICO DEL HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO
‘FEDERICO GOMEZ"

/’Eﬂé@iﬁ DE TESIS

D EN C. LETICIA VERONICA JIMENEZ ROJAS
INVESTIGADOR EN CIENCIAS MEDICAS C
LABORATORIO DE INFECTOLOGIA
HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ

7rUTOR DE TESIS
DR. DANIEL IBARRA RiOS
MEDICO ESPECIALISTA TIPO A
DEPARTAMENTO DE NEONATOLOGIA
HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ



DEDICATORIAS

A mis padres. Por ser mi motor y mis guias. En agradecimiento a su gran apoyo dia
a dia, a su ejemplo, amor, paciencia Yy sacrificios.

A mis hermanos y sus hermosos hijos. Por motivarme a seguir siempre adelante.

A mis tutores. Por su ensefianza y gran conocimiento, por su paciencia y consejo.
A los nifios. Por ser grandes guerreros. Porque a pesar de ser tan pequefios son

capaces de transformar.



iNDICE

—

Resumen

N

Introduccion

w

Marco teorico

N

Antecedentes

(9]

Planteamiento del Problema

(o2}

Pregunta de Investigacion

~

)

)

)

)

)

)

) Justificacion

8) Objetivos

9) Hipotesis
0) Métodos
1
2
3

Plan de analisis estadistico

[N N, U -

)
)
) Descripcidn de Variables
) Resultados del estudio

)

14) Discusion

Conclusion

15)

16) Limitacion del estudio

17) Cronograma de actividades
18)

Referencias bibliograficas

o N O O

10
11
12
13
14
15
16
17
23
24
25
26
27



RESUMEN

Objetivos: Aplicar la tecnologia de biologia molecular necesaria, que auxilie en la
investigacion diagnostica de las infecciones neonatales, asi como en brotes
epidemioldgicos.

Métodos: Es un estudio analitico, descriptivo y prospectivo. En la primera fase del estudio,
se incluiran los aislamientos de Klebsiella pneumoniae provenientes de pacientes de
ambos géneros que se encuentren hospitalizados en el Departamento de Neonatologia
del HIMFG y que hayan sido considerados como de infeccién nosocomial por el personal
médico del servicio, durante el periodo comprendido de enero a mayo de 2015.

Resultados: Se obtuvieron 42 aislamientos de Klebsiella pneumoniae aislados de 15
pacientes quienes fueron abordados en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales por
Infeccion nosocomial. Se determiné que la taquicardia y la fiebre fueron las caracteristicas
clinicas que presentaron en comun los pacientes. En cuanto al origen de las muestras se
observéd que las dos fuentes principales fueron: orina y sangre, los cuales se obtuvieron
mediante diferentes métodos. La determinacién de susceptibilidad mediante el método de
difusiéon en disco (Kirby-bauer) mostré que todas las cepas presentaron betalactamasas de
espectro extendido, asi como resistencia a ampicilina, ampicilina/sulbactam, ceftazidima y
ceftriaxona y una alta sensibilidad a carbapenemicos y quinolonas. La técnica de PFGE
nos permitié determinar clonalidad entre algunos de los aislados de Klebsiella pneumoniae,
ya que el analisis de las 42 cepas nos generd 12 perfiles electroforéticos, de los cuales
destaca el perfil "A” que mostraron 15 cepas provenientes de ocho pacientes. Los
pacientes a quienes se les aislé la clona predominante (clona “A”) mostraron gran
heterogeneidad en su forma de presentacién clinica con pacientes francamente
sintomaticos (paciente 7) en contraste con pacientes sin mayor sintomatologia ni datos de
laboratorio (paciente 12) en donde el abordaje se realizé como seguimiento de término del
esquema antimicrobiano, sin presencia de caracteristicas clinicas.

Conclusiones: Como se observa en este estudio, Klebsiella pneumoniae representa a uno
de los gérmenes patégenos mas importantes durante el periodo neonatal ya que se aislo
en 38% de los casos considerados como infeccion nosocomial que se presentaro en la
Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales durante el periodo estudiado.

Siendo de suma importancia debido a que la identificacion oportuna de factores de riesgo
asociados y las caracteristicas clinicas mas frecuentemente presentadas, orientaran a un
diagnostico de sospecha de bacteriemia por Klebsiella pneumoniae como una de las
principales causas de sepsis neonatal.

En este estudio, se identificaron 3 clonas principales de Klebsiella pneumoniae en el
departamento de Neonatologia a partir del programa de caracterizacion molecular, lo cual
ha permitido, identificar y aportar mayor informacién sobre las caracteristicas de los brotes
y auxiliar en la investigacién diagnostica, lo cual seria util para un control eficiente de las
infecciones intrahospitalarias producidas por bacterias en el area de neonatologia del
Hospital Infantil de México Federico Gomez (HIMFG).



INTRODUCCION

Los Servicios de Cuidados Intensivos Neonatales (UCIN) constituyen un area esencial
dentro de los hospitales pediatricos ya que reciben recién nacidos con diversos factores de
riesgo como son: bajo peso al nacer, inmunosupresion, exposicidn a procedimientos
invasivos como ventilacion mecanica, cateterismo, alimentacion parenteral, entre otros.
Todo esto, aunado a la mayor supervivencia de los recién nacidos pretérmino o con
malformaciones congénitas, ocasiona un incremento en la incidencia de las infecciones
hospitalarias. La interaccion entre estos elementos de riesgo y los relativos al ambiente
hospitalario es especialmente compleja en el neonato.”? La causa de la sepsis neonatal
tardia depende de la localizacion inicial de la infeccion, la manipulacion, el entorno del
paciente y de la flora de la UCIN. Los gérmenes mas frecuentemente aislados son los
bacilos gramnegativos como Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Enterobacteriaceae,
asi como cocos grampositivos como Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis.?

Para guiar el tratamiento empirico, identificar nuevos agentes, reconocer epidemias vy
vigilar tendencias, se debe tener en cuenta la vigilancia microbioldgica.* Dentro de las
actividades de dicha vigilancia se considerd necesario realizar esta investigacion ya que se
observo un aumento en la frecuencia de aislamientos de Klebsiella pneumoniae en la UCIN
del HIMFG.

Existen varios factores que favorecen la adquisicién de algun tipo de infeccidon en el recién
nacido, como la utilizacion de catéteres, el soporte ventilatorio, la utilizacion de antibiéticos,
entre otros, los cuales propician la colonizacién de un huésped inmunolégicamente
inmaduro y mas vulnerable aun si coexiste prematuridad.f;,7

Un trabajo publicado en la Gaceta Médica de México revela que los gérmenes gram
negativos como Klebsiella y Serratia fueron los microorganismos encontrados con mayor
frecuencia en recién nacidos hospitalizados, principalmente en los que presentaban
infecciones en heridas quirtrgicas. Por otro lado, Morayta Ramirez y col® también refieren
que las Klebsiellas constituyeron el germen patégeno mas comun, con un 24,5% de
aislamientos’.



MARCO TEORICO

Las infecciones nosocomiales (IN) deterioran la capacidad funcional del paciente y en
algunos casos pueden ocasionar trastornos discapacitantes que reducen la calidad de
vida. Una de las principales consecuencias directas de las IN, es la prolongacién de los
dias de internamiento ya que, como minimo; la estadia se prolonga de 1 a 5 dias,
dependiendo del sitio de la infeccidon y del estado inmunolégico del paciente. Aumenta los
costos, alcanzando a veces cifras muy elevadas, dependiendo del tipo del o los
antimicrobianos utilizados y de la localizacion de la infeccidon. Consecuentemente, se
incrementa la tasa de mortalidad, ya que generalmente el 1% de las IN son la causa de
muerte del paciente y cerca del 3% contribuyen a la muerte’.

Cada afo, en el mundo mueren alrededor de 3,7 millones de recién nacidos (RNs) durante
las primeras cuatro semanas de vida, el 99% de dichas muertes ocurren en paises en
desarrollo. Casi el 40% de las defunciones en menores de 5 afios se produce durante los
28 primeros dias de vida (periodo neonatal). De tal manera que el 75% se produce durante
la primera semana de vida y del 25 a 45% durante las primeras 24 horas.” Se considera a
la infecciébn como la principal causa, ya que se estima que es responsable de 35% de las
muertes neonatales.’

La presentacion de una infeccidon en el paciente neonato, y especialmente en el prematuro,
constituye un problema particular, ya que por las caracteristicas inmunoldgicas del
paciente, asi como las necesidades incrementadas de procedimientos de soporte y
terapias invasivas, se modifica notablemente la epidemiologia de estas IN, incluyendo
susceptibilidad a agentes tradicionalmente inocuos®*

Las IN en neonatos son de inicio tardio y su incidencia varia ampliamente entre las
unidades de cuidados intensivos (UCIN) (7-24,4%) dependiendo de factores ambientales y
diferencias en las practicas clinicas. Sin embargo, se estima que esta incidencia es en
promedio del 15-20% en los neonatos menores de 1500 gramos y del 40%
aproximadamente en los menores de 1000 g. La tipologia y localizacién de las IN son muy
diversas; sin embargo se considera a la sepsis como la infeccion mas frecuente detectada
en neonatos en UCIN (45-55%), seguida por infecciones respiratorias (16-30%) e
infecciones de vias urinarias (8-18%)’.

Estudios realizados en el Hospital Infantil de México Federico Gémez (HIMFG) reportan
que las infecciones mas frecuentes son las bacteremias primarias (27.9%), las neumonias
(20.9%), la sepsis (16.5%) y las infecciones de vias urinarias (8.9%)."



ANTECEDENTES

Las infecciones nosocomiales (IN) representan un problema social y econémico’ En la
Norma Oficial Mexicana 045-SSA2-2005 para la vigilancia epidemiolégica, prevencion y
control de las infecciones nosocomiales (NOM-045) las IN se definen como la “condicion
localizada o generalizada resultante de la reaccion adversa a la presencia de un agente
infeccioso o su toxina, que no estaba presente o en periodo de incubacion en el momento
del ingr1eso del paciente al hospital y que puede manifestarse incluso después de su
egreso”.

Son complicaciones frecuentes y severas de la atencién hospitalaria y constituyen un
problema de salud publica cuya importancia epidemioldgica y clinica radica en el impacto a
las tasas de morbi-mortalidad, condicionando dafios a la salud e incremento en los
recursos materiales, humanos y economicos. Se calcula que en paises desarrollados,
entre el 5 a 10% de los pacientes hospitalizados desarrollan una IN y a nivel mundial afecta
al 8.7%, pudiendo controlarse y prevenirse en un 40% .

Se consideran entre los mejores indicadores de calidad de la atencién hospitalaria, debido
a su incidencia, gravedad y a que son el resultado de condiciones relevantes y
modificables de las practicas de atencion a los pacientes.

La mayoria de las IN (99%), se producen en forma endémica y solo ocasionalmente se
detectan brotes epidémicos que generan gran alarma y preocupacion debido a que pueden
involucrar tanto a los pacientes, como al personal y a las visitas.

Las Instituciones hospitalarias, cuentan con Comités de Vigilancia Epidemioldgica
Hospitalaria, que en “tiempo real” estudian la dinamica de los brotes para brindar acciones
inmediatas. En el HIMFG, el Comité de deteccion y control de Infecciones Nosocomiales es
quien se encarga’".



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las infecciones hospitalarias consideradas cotidianas, asi como los brotes epidémicos en
el HIMFG, aunque no son frecuentes, son un problema importante, debido a sus posibles
consecuencias en términos de morbi-mortalidad, alteracion de su funcionamiento, cierres
de salas hospitalarias y malestar y ansiedad entre los pacientes y el personal en general’.

Los métodos convencionales de caracterizacion bacteriana, ofrecen informacion que se
prolonga 24 a 72 hrs o mas. Los sistemas moleculares alternativos aportan mayor
informacion sobre las caracteristicas individuales y colectivas de las bacterias aisladas.
Ciertamente estos procedimientos requieren personal experto, equipamiento adecuado y
costos elevados. Sin embargo, la informacion que aportan es invaluable.

Los microorganismos involucrados en las infecciones neonatales muestran variaciones
significativas en relacion con el tiempo de presentacion de la infeccion (temprana vs
tardia), edad de la gestacion (pretérmino vs término), antecedentes de colonizacion
materna y profilaxis antimicrobiana materna intraparto, todo ello aunado a los factores de
riesgo propios del recién nacido.

Los bacilos Gram-negativos son patdégenos importantes durante el periodo neonatal en los
paises en desarrollo, destacando Klebsiella pneumoniae como uno de los mas importantes
patdgenos en el periodo neonatal, su incidencia varia entre 4.1 y 6.3 por cada 1,000
nacidos vivos, con una tasa de mortalidad entre 18 al 68%. México reporté 7.1 casos por
cada 100 admisiones hospitalarias™.

Los estudios de caracterizacion genética bacteriana como la genotipificacion ayudan a
definir el origen y la ruta de diseminacién de una bacteria en un entorno epidemioldgico, ya
que la definicién de clona indica que se trata de la misma bacteria que se ha diseminado
de un caso a otro, lo que se conoce como transmisién cruzada, a diferencia de infecciones
enddgenas donde por lo comun se identifica variabilidad clonal.™,”® Por lo tanto, son una
herramienta util para definir conductas en el control de infecciones hospitalarias; en estos
casos se utiliza una técnica rapida de PFGE con la cual es posible tener informacién en 72
horas y plantear intervenciones oportunas para evitar transmisién cruzada.'®

Las técnicas de biologia molecular para la investigacion de brotes incluyen entre otras: el
analisis de restriccién del DNA plasmidico, la ribotipificacion, la reaccion en cadena de la
polimerasa aleatoria RAPD-PCR y de secuencias repetitivas de ADN (por ejemplo ERIC-
PCR) y la electroforesis en gel por campos pulsantes (PFGE); siendo esta ultima la mas
utilizada en la investigacién de brotes’’.


http://zl.elsevier.es/es/revista/enfermedades-infecciosas-microbiologia-clinica-28/endemia-epidemia-investigacion-un-brote-epidemico-nosocomial-90193770-formacion-medica-continuada-infeccion-nosocomial-fundamentos-actuacion-clinica-2013#bib7

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la caracterizacion molecular y la correlacion con la presentacion clinica de
pacientes con Infeccion Nosocomial por Klebsiella pneumoniae tras la implementacion del
programa de caracterizacion de clonas bacterianas provenientes de infecciones
nosocomiales en los pacientes hospitalizados en la UCIN en el Hospital Infantil de México
Federico Gomez?
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JUSTIFICACION

Los laboratorios de microbiologia son presionados para obtener resultados rapidos vy
precisos y el nivel de identificacion se limita, en el medio hospitalario; hasta la
determinacion del microorganismo y su patrén de susceptibilidad a los antimicrobianos.

Estos métodos convencionales de caracterizacion bacteriana, no ofrecen suficiente
informacion sobre el origen y/o las distintas vias de transmision de microorganismos
patogénicos entre los pacientes hospitalizados en los hospitales.

Los estudios de caracterizacion genética bacteriana como la genotipificacién ayudan a
definir el origen y la ruta de diseminacion de una bacteria en un entorno epidemioldgico, ya
que la definicion de clona indica que se trata de la misma bacteria que se ha diseminado
de un caso a otro, lo que se conoce como transmisién cruzada, a diferencia de infecciones
endogenas donde por lo comun se identifica variabilidad clonal. Por lo tanto, son una
herramienta util para definir conductas en el control de infecciones hospitalarias; en estos
casos se utiliza una técnica rapida de PFGE con la cual es posible tener informacion en 72
horas y plantear intervenciones oportunas para evitar transmisién cruzada."

Es por esto, que estudios de la dinamica de las transmisiones intrahospitalarias han
revelado factores que contribuyen a la presentacion de infecciones y por tanto auxiliado en
el desarrollo de medidas preventivas mas eficientes. Estos factores pueden ser analizados
gracias al uso de las técnicas y criterios de la biologia molecular, que ayudarian a este
instituto a contribuir con la vigilancia, prevencion y control de las distintas infecciones.
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OBJETIVOS

Objetivos Generales

Identificar los gérmenes mas frecuentemente aislados en pacientes que cursen con
infeccion nosocomial en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales del Hospital Infantil
de México Federico Gomez.

Correlacionar la presentacion clinica y evolucién de los pacientes con infeccion que cursan
con infeccién nosocomial entre cada grupo de microorganismo.

Aplicar la tecnologia de biologia molecular necesaria, que auxilie en la investigacion
diagnostica de las infecciones neonatales.

Objetivos especificos

1. Realizar un monitoreo constante de la aparicion de infecciones nosocomiales
debidas a bacterias en la sala de neonatologia.

2. Reconocer los aislamientos relacionados que indiquen sospecha de infeccion
individual.

3. Recabar la informacion clinico-epidemiolégica de los pacientes a los que se les
aisle alguna bacteria.

4. Recolectar las bacterias aisladas e identificadas por el laboratorio clinico para
enviarlas al laboratorio de inmunoquimica junto con los formularios
correspondientes.

5. Establecer un banco de datos que en el futuro nos permita detectar clonas
residentes en el hospital.

12



HIPOTESIS

La tecnologia molecular alternativa aplicada a bacterias identificadas en pacientes
hospitalizados del Departamento de Neonatologia, aportara informacion sobre las
caracteristicas individuales y colectivas de los mecanismos de resistencia antimicrobiana'®.
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METODOS

Disefio del estudio: Es un estudio analitico, descriptivo y prospectivo.

Localidad y poblacion blanco del estudio. En la primera fase del estudio, se incluyeron
los aislamientos de Klebsiella pneumoniae provenientes de pacientes de ambos géneros
hospitalizados en el Departamento de Neonatologia del HIMFG y que fueron considerados
como de infeccion nosocomial por el personal médico del servicio, durante el periodo
comprendido de enero a mayo de 2015.

Lugar

El estudio se realizd en el Hospital Infantil de México Federico Gomez con la colaboracién
de:

Departamento de Neonatologia
Departamento de Laboratorio Clinico
Departamento de Inmunoquimica
Laboratorio de Infectologia

O O O O

Criterios de Inclusion:

Cepas bacterianas aisladas de cultivos pertenecientes al género/especie Klebsiella
pneumoniae y consideradas como agente etiolégico de infeccion nosocomial en los
pacientes hospitalizados en el Departamento de neonatologia.

Criterios de exclusion

Cepas no pertenecientes al género/especie Klebsiella pneumoniae.
Cepas que al resembrarse estén contaminadas o no viables (sin crecimiento).

Monitoreo de infecciones nosocomiales y obtencibn de datos clinico-
epidemiolégicos.

La actividad especifica de Neonatologia, en el operativo de este proyecto, es incluir a los
aislamientos detectados en esta area de hospitalizacién (Anexo A) y colectar la informacion
clinico-epidemiolégica de cada paciente que presente infeccién nosocomial (Anexo B). El
analisis de los datos obtenidos nos permitira relacionar las caracteristicas moleculares de
las cepas bacterianas con las clinico-epidemiolégicas.

Pruebas de susceptibilidad.
Entre las pruebas diagndsticas que realiza el laboratorio de bacteriologia en forma
rutinaria, las cepas son sometidas a procesos automatizados de sensibilidad. Este estudio

contempla realizar determinaciones especializadas de sensibilidad, que se llevaran a cabo
en el Laboratorio de Inmunoquimica de acuerdo a la guia del CLSI, 2012."°

14



PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

Para datos clinico-epidemiolégicos se utilizara un analisis descriptivo simple (medidas de
tendencia central).

Los perfiles electroforéticos (bandas) generados mediante las distintas estrategias
moleculares utilizadas se analizaran por inspeccion visual examinando y comparando el
numero y tamano de bandas. Los patrones de la PFGE (aislados) seran categorizados
usando los criterios de Tenover."

De ser necesario se construiran dendrogramas utilizando el programa NTSYS versién 2.2

Posteriormente se determinaran los porcentajes de los genotipos bacterianos encontrados,
mediante el analisis de frecuencias.

Se analizaran los datos obtenidos para determinar la correlacion clinica y epidemioldgica

con el tipo de IN y utilizando analisis no paramétrico se determinaran los factores de riesgo
cuando sea posible.

15



DESCRIPCION DE VARIABLES

Tabla 1. Descripcion de variables utilizadas en el presente trabajo.

VARIABLE DEPENDIENTE

TIPO DE VARIABLE

DEF. CONCEPTUAL

UNIDAD DE MEDIDA

CARACTERIZACION DE CLONAS DE

Klebsiella pneumoniae EN LA UCIN.

CUALITATIVA

GENOTIPOS DE Klebsiella pneumoniae

PERFIL ELECTROFORETICO DE
CEPAS Klebsiella pneumoniae

DETERMINADO POR

ELECTROFORESIS DE CAMPOS

PULSADOS

VARIABLE INDEPENDIENTE

TIPO DE VARIABLE

DEF. CONCEPTUAL

UNIDAD DE MEDIDA

TIEMPO TRANSCURRIDO A PARTIR DEL

EDAD CUANTITATIVO NACIMIENTO DIAS
GENERO CUALITATIVO HOMBRE O MUJER 1= HOMBRE 2=MUIJER
TIPO DE NACIMIENTO CUALITATIVO UNICO O MULTIPLE 1=VAGINAL 2=CESAREA
VIA DE NACIMIENTO CUALITATIVO VAGINAL O CESAREA 1=VAGINAL 2=CESAREA
FECHA TOMA MUESTRA CUALITATIVA FECHA DE TOMA DE PRODUCTOS DIA DEL ANO
QUEJIDO CUALITATIVO SALIDA FORZADA DE AIRE EN LA ESPIRACION ;:S\llo
CONVULSIONES CUALITATIVO MOVIMIENTOS ANORMALES ;i?\llo
HIPERTERMIA CUALITATIVO TEMPERATURA > 37.5 ;ii:o
HIPOTERMIA CUALITATIVO TEMPERATURA < 36.5 ;:S\llo
TENSION ARTERIAL POR DEBAJO DE 2 DE DE LA 1=SI
HIPOTENSION CUALITATIVO MEDIA PARA SU EDAD 2=NO
ASPECTO RETICULADO POR MALA IRRIGACION 1=l
MARMOREO CUALITATIVO CUTANEA. 2-=NO
PALIDEZ CUALITATIVO TONO DE PIELANORMALMENTE MAS CLARO. ;:S\‘IO
CIANOSIS CUALITATIVO COLORACION AZUL O LIVIDA DE LA PIEL ;:S\llo
PRESENCIA EXCESIVA DE ACIDOS EN LOS 1=l
ACIDOSIS CUALITATIVO TEJIDOS Y LA SANGRE 2-=NO
ANURIA CUALITATIVO SUSPENCION DE LA EXCRECION DE LA ORINA ;ii:o
DISMINUCION ANORMAL DE LA PRESION 1=SI
HIPOXEMIA CUALITATIVO PARCIAL DE OXIGENO 2=NO
AUMENTO DE LA PRESION PARCIAL DE 1=SI
HIPERCARBIA CUALITATIVO DIOXIDO DE CARBONO 2=NO
TAQUIPNEA CUALITATIVO FR >60 POR MINUTO ;i?\llo
INCREMENTO DEL ESFUERZO DE LOS 1=s|
RET. TORACICA CUALITATIVO MUSCULOS INTERCOSTALES SECUNDARIO A 2:NO
INCREMENTO EN EL ESFUERZO VENTILATORIO -
INCREMENTO DE LA FRECUENCIA CARDIACA 2 1=sl
TAQUICARDIA CUALITATIVO DE DE LAS PERCENTILAS PARA LA EDAD 2=NO
INSUFICIENCIA CARDIACA CUALITATIVO FALLA DE BOMBA CARDIACA ;:S\llo
INCREMENTO DE LACTATO PARA LA EDAD 1=SI
HIPERLACTATEMIA CUALITATIVO GESTACIONES 2=NO
DISMINUCION DE LEUCOCITOS PARA LA EDAD 1=sl
LEUCOPENIA CUALITATIVO GESTACIONAL 2=NO
INCREMENTO DE LEUCOCITOS PARA LA EDAD 1=SI
LEUCOCITOSIS CUALITATIVO GESTACIONAL 2=NO
INCREMENTO DE BANDAS PARA LA EDAD 1=SI
BANDEMIA CUALITATIVO GESTACIONAL 2=NO
DISMINUCION DE PLAQUETAS PARA LAEDAD 1=sl
TROMBOCITOPENIA CUALITATIVO GESTACIONAL 2=NO
NIVELES DE REACCION EN CADENA DE
PCR CUANTITATIVO POLIMERASA CANTIDAD
PCT CUANTITATIVO NIVELES DE PROCALCITONINA CANTIDAD
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RESULTADOS

Cepas analizadas

Posterior a la recoleccién de datos, en el periodo comprendido de enero a mayo de 2015
se obtuvieron 42 aislamientos de Klebsiella pneumoniae en pacientes abordados en la
Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales del HIMFG. Estos aislamientos representaron
el 38.8% del total de casos considerados como infeccién nosocomial, en dicha unidad
durante el periodo estudiado.

Fuente de aislamiento.

El origen de la muestra de los pacientes estudiados, se obtuvo de dos fuentes principales
que fueron: orina y sangre, por diferentes métodos de obtencién (fig. 1). Como se observa
en la figura también se aisl6 a la bacteria de catéteres y liquido pleural.

Figura 1. Porcentajes de origen de las muestras procesadas a las que se les aislé
Klebsiella pneumoniae en la UCIN del HIMFG durante el periodo comprendido de
enero a mayo de 2015.

Susceptibilidad a antimicrobianos.
Del total de las cepas de Klebsiella pneumoniae analizadas, 100% mostraron ser
productoras de betalactamasas de expectro extendido (BLEEs positivas).

De los 42 aislamientos el 100% presentaron resistencia para antimicrobianos como:

Ampicilina, Ampicilina/Sulbactam, Ceftazidima y Ceftriaxona. = Observandose en el
antibiograma una alta sensibilidad a carbapenémicos y quinolonas. (Fig. 2)
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Figura 2. Susceptibilidad a antimicrobianos de las cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas
en la UCIN del HIMFG durante el periodo comprendido de enero a mayo de 2015.
Método de difusién en disco (Kirby-bauer)

Caracteristicas clinicas de pacientes y moleculares de las cepas de Klebsiella
pneumoniae.

La tabla 2 muestra las clonas encontradas entre los aislamientos de Klebsiella
pneumoniae, asi como las caracteristicas clinicas de los pacientes abordados.

Las caracteristicas clinicas mas frecuentes fueron hipertermia, palidez, taquicardia y
bandemia, sin embargo; podemos observar que no estuvieron presentes en todos los
pacientes.

Todas las clonas mostraron gran heterogeneidad en su forma de presentacion clinica con
pacientes francamente sintomaticos (paciente 7) en contraste con pacientes sin mayor
sintomatologia ni datos de laboratorio (paciente 12) en donde el abordaje se realiz6 como
seguimiento de término del esquema antimicrobiano, sin presencia de caracteristicas
clinicas.

Se observa también que los biomarcadores (PCR y PCT) asi como la presencia de células
proinflamatorias, no presentan correlacién clinica al momento del abordaje.

Es importante mencionar que durante el periodo de evolucidon de 6 dias que define el
programa, no se presentd ningun evento de defuncion, sin embargo, los pacientes 1, 6 y 8
fallecieron en la evolucién posterior.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas y relacion clonal encontrada entre las cepas de Klebsiella
pneumoniae aisladas de nifios hospitalizados en Neonatologia del HIMFG.

TIPO DE CLONA

# PACIENTE

PACIENTE (CASOS PRESENTADOS)

MES DE ABORDAJE

FEB

4.2

VARIABLES

EDAD (DIAS) TOMA MUESTRA

16

QUEJIDO

CONVULSION

HIPERTERMIA

HIPOTERMIA

HIPOTENSION

MARMOREO

PALIDEZ

CIANOSIS

ACIDOSIS

ANURIA

HIPOXEMIA

HIPERCARBIA

TAQUIPNEA

RETRACCION TORACICA

TAQUICARDIA

INSUFICIENCIA CARDIACA

HIPERLACTATEMIA

LEUCOPENIA

LEUCOCITOSIS

BANDEMIA

TROMBOCITOPENIA

PCR

PCT

0.36

95

0.32
1.28

95

0.32
1.28
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas y relacion clonal encontrada entre las cepas de
Klebsiella pneumoniae aisladas de nifios hospitalizados en Neonatologia del HIMFG.
Continuacion

TIPO DE CLONA

# PACIENTE

PACIENTE (CASOS PRESENTADOS)

MES DE ABORDAJE FEB MAR ABR

VARIABLES

EDAD (DIAS) TOMA MUESTRA 74

QUEJIDO

CONVULSION

HIPERTERMIA

HIPOTERMIA

HIPOTENSION

MARMOREO

PALIDEZ

CIANOSIS

ACIDOSIS

ANURIA

HIPOXEMIA

HIPERCARBIA

TAQUIPNEA

RETRACCION TORACICA

TAQUICARDIA

INSUFICIENCIA CARDIACA

HIPERLACTATEMIA

LEUCOPENIA

LEUCOCITOSIS

BANDEMIA +
TROMBOCITOPENIA +
PCR 4.1

PCT 0.28




PFGE.

La técnica de PFGE nos permitié determinar clonalidad en algunos de los aislados
de Klebsiella pneumoniae, ya que el analisis de las 42 cepas nos generd 12 perfiles
electroforéticos (muestra en la fig. 3). De los cuales destaca el perfil "A” que
mostraron 15 cepas provenientes de ocho pacientes. El siguiente en orden de
frecuencia, denominado “B” estuvo presente en nueve cepas que sin embargo;
fueron aisladas del mismo paciente. Se observd que a cuatro pacientes les fueron
aisladas clonas diferentes y que incluso a uno de ellos se le aislé la clona
predominante y otra perteneciente a otro grupo (fig 4).

A B

Figura 3. Electroferograma de cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas en la UCIN del HIMFG
obtenidos mediante la técnica de PFGE, utilizando la enzima Xba |. Ay B corresponden a los
perfiles denominados “A” y “B” respectivamente.
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Figura 4. .- Dendrograma de los patrones electroforéticos generados por la
técnica de PFGE de cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas de nifios
hospitalizados en el departamento de Neonatologia del Hospital Infantil de
México Federico Gomez
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DISCUSION

Las infecciones en el periodo neonatal constituyen una causa importante de morbilidad,
aumento de la estancia hospitalaria y mortalidad en todas las Unidades de Cuidados
Intensivos.

La deteccion, biodiversidad y grados de adaptacion de los microorganismos son ahora
variables que pueden ser analizadas gracias al uso de técnicas de biologia molecular, que
junto con la informacion y correlacion clinico-epidemioldgica pueden contribuir a la
vigilancia, prevencion y control de las distintas infecciones. Dichos métodos moleculares
son atractivos porque permiten un resultado rapido y con una alta sensibilidad.

Como se observa en este estudio, Klebsiella pneumoniae representa a uno de los
gérmenes patdégenos mas frecuentemente aislados en el periodo neonatal con una
frecuencia del 75% en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales del Hospital Infantil de
México Federico Gémez.

Siendo de suma importancia debido que la identificaciéon oportuna de factores de riesgo
asociados y las caracteristicas clinicas mas frecuentemente presentadas, orientaran a un
diagnodstico de sospecha de bacteriemia por Klebsiella pneumoniae como una de las
principales causas de sepsis neonatal.

Entre las caracteristicas clinicas mas frecuentemente presentadas predominan la fiebre,
taquicardia, cambios en la coloracién de la piel como resultado de hipoperfusion tisular y
alteraciones en el esfuerzo respiratorio de la misma manera la leucocitosis, bandemia,
trombocitopenia y alteraciones en el equilibrio acido base.

Cabe destacar, que como se observa en este estudio, existe poca correlacién entre la
presentacion clinica y biomarcadores de apoyo diagnostico como son PCR, PCT vy células
proinflamatorias, lo que constituye un reto diagndstico y continua siendo un problema para
deteccion de pacientes con sepsis, lo cual a su vez, limita ofrecer tratamientos
antimicrobianos dirigidos de acuerdo a la sensibilidad o multirresistencia de cada germen
aislado, siendo esta ultima, observada con mayor frecuencia debido al uso indiscriminado
de los antimicrobianos en las unidades de cuidados intensivos neonatales y con esto
condicionando mayores eventos de falla a tratamiento y mayor utilizacién de esquemas
con mayor espectro de cobertura.

Como se menciond anteriormente la mortalidad en el estudio durante la evolucién a 6 dias
fue cero, sin embargo 3 de los 12 pacientes fallecieron en los meses posteriores,
destacando, que ademas de la bacteriemia, en estos pacientes existian mdultiples
condiciones de base y diagndésticos simultdneos no necesariamente de etiologia infecciosa
que pudieron contribuir a la muerte.
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CONCLUSION

El reconocimiento y control de las infecciones dependen de la capacidad de analisis de los
patdgenos aislados de humanos y su identificacion en las probables fuentes de
contaminacion, hasta llegar, en lo posible a su reservorio y las vias de transmision.

Las herramientas para realizar a cabo estos analisis, requieren metodologias de biologia
molecular que permitan establecer las relaciones del DNA entre las bacterias aisladas y
determinar el grado de identidad genética existente entre ellas para identificar el agente
infeccioso causal de la patologia y la fuente de infeccién. Esta metodologia se denomina
genéricamente subtipificacion molecular y es la base de una de las nuevas disciplinas: la
epidemiologia molecular.

En este estudio, se pudieron identificar 12 clonas diferentes de Klebsiella pneumoniae a
partir del programa de caracterizacion molecular, lo cual ha permitido, identificar y aportar
mayor informaciéon sobre las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de los brotes y
auxiliar en la investigacion diagnostica, lo cual seria Util para un control eficiente de las
infecciones intrahospitalarias producidas por bacterias en el area de neonatologia del
Hospital Infantil de México Federico Gomez (HIMFG).
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LIMITACION DEL ESTUDIO

Aunque se intentara capturar la mayor cantidad posible de aislados bacterianos causales
de IN, se sabe que algunas ocasiones es imposible el aislamiento del agente causal, por lo
que el presente trabajo solo incluird bacterias previamente aisladas e identificadas por el
laboratorio clinico.
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Cronograma de actividades del protocolo de Investigacién

Fecha de inicio:

- BIMESTRE
(mes/afio)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
. . Ene- . Nov-
Enero/2015 Ene-feb | Mar-abr May-jun | Jul-ago | Sep-oct Nov-dic feb Mar-abr | May-jun | Jul-ago | Sep-oct dic
2015 2015 2015 2015 2015 2015 2016 2016 2016 2016
2016 2016
ACTIVIDAD
Obtencién  de
) X X X X
insumos
Estandarizacién
o X X
de técnicas
Inclusién de
N X X X X X X X X X
participantes
Realizacion de
. X X X X X X X X X
estudios
Andlisis de los
) X X X X
estudios
Presentacion de
X X X
resultados
Elaboracion de
] X X X X
manuscritos
Publicacion X X

OTRAS ACTIVIDADES (ESPECIFICAR)

Elaboracion de
manual de

procedimientos.
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