UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
&q

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
HOSPITAL DE PEDIATRIA CMN SIGLO XXI
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA

CARACTERIZACION FENOTIPICAY MOLECULARDE AISLADOS
DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE DEHEMOCULTIVOS DE
PACIENTES PEDIATRICOS

TESIS

QUE PARA OBTENER LA ESPECIALIDAD DE
PEDIATRIA MEDICA

PRESENTA
Lucina Magdalena Lopez Gonzélez

Tutores

Dr. Miguel Angel de la Cruz Villegas

Dra. Guadalupe Miranda Novales

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD. MX. 2016


Margarita
Texto escrito a máquina
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO

Margarita
Texto escrito a máquina
FACULTAD DE MEDICINA

Margarita
Texto escrito a máquina
CIUDAD UNIVERSITARIA, CD. MX.    2016


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.



Dr. Miguel Angel de la Cruz Villegas
Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias,
Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano del

Seguro Social

Dra. Guadalupe Miranda Novales

Profesor Titular de Especialidad Pediatria Médica

Investigador responsable:
Dr. Miguel Angel De la Cruz Villegas
Doctor en Ciencias Bioquimicas, Investigador asociado B, Unidad de Investigacion
Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, Hospital de Pediatria, Centro
Médico Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social. Tel. 56276900
Ext 22408. Correo-e: miguel_angel 81@live.com



INDICE

1. RESUMEN. ..., 4

2. ANTECEDENTES ...ooiiiiii e 5
2. JUSTIFICACION ... 13
3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .......ooviiiiiiiiieiiieieie 14

4, HIPOTESIS ... 15
5. OBJETIVOS ..o 16
6. CRITERIOS DE SELECCION . ....ooiviiiiiieiieee e, 17
7. MATERIAL Y METODOS ....iiiiiiieiie e, 17
8. VARIABLES .. ..o 18
9. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO.......ccovvvieiiiieeeee 21

10. RESULTADOS . ... oo, 26
1. DISCUSION. ... oo 31
12. CONCLUSION . .....omiiiii e, 34
13. REFERENCIAS. ... .o, 35

ANEXO 1. 38



Resumen

Titulo. Caracterizacion fenotipica y molecular de aislados clinicos de cepas de
klebsiella pneumoniae aislados de hemocultivos de pacientes pediatricos.
Objetivos. 1) Determinar los factores de virulencia de K. pneumoniae en aislados
de hemocultivos de pacientes pediatricos de nuestro hospital. 2) Determinar el
perfil de resistencia de las cepas aisladas de K. pneumoniae de pacientes
pediatricos de nuestro hospital y determinar el numero de cepas multirresistentes.
3) Determinar qué porcentaje de cepas son productoras de BLEE.

Antecedentes. Las infecciones nosocomiales son de los principales problemas de
salud publica que afectan a los pacientes en todos los hospitales a nivel mundial.
Klebsiella pneumoniae es un patégeno de adquisicién hospitalaria con el potencial
de ocasionar morbilidad v mortalidad severa en pacientes pediatricos. Los
principales factores implicados en la virulencia de K. pneumoniae son: los pilis, la
capsula de polisacarido, los sideroforos v el lipopolisacarido (LPS), los cuales le
permiten a la bacteria entrar v multiplicarse en el hospedero. El pili tipo 3 de K.
pneumoniae juega un papel importante en la patogenicidad de acuerdo a diversos
estudios aue han demostrado su relevancia en la adherencia a células eucariotas
y durante la formacién de biopeliculas. La capsula de K. pneumoniae le
proporciona una alta resistencia a la desecacion asi como proteccion frente a la
fagocitosis mediada por los polimorfonucleares y macrofagos. No hay estudios
especificos acerca de los factores de virulencia de cepas de K. pneumoniae
aisladas de los pacientes pediatricos con bacteriemias en nuestro hospital, por lo
que el estudio de sus caracteristicas patogénicas nos ayudaran a comprender su
comportamiento en las diferentes patologias.

Material y métodos. Se tratdé de un estudio transversal descriptivo en el que se
cuantifico la formacién de biopeliculas y mucoviscosidad de los aislados clinicos
de K. pneumoniae. Se determiné la adherencia de las cepas de K. pneumoniae a
células epiteliales A549 y se evalud la resistencia a la fagocitosis de los aislados
clinicos de K. pneumoniae usando macréfagos THP-1.

Resultados. De un total del 24 cepas Klebsiella pneumoniae aisladas de
hemocultivos de pacientes pediatricos, el 100% de los aislamientos tuvo formacion
de biopelicula y adherencia a células epiteliales, el 75% fue productor de
mucoviscosidad y s6lo uno (4%) presentd resistencia a la fagocitosis. El 25% de
las cepas aisladas fueron multirresistentes y el 62.5% de las mismas fueron
productoras de BLEE. Al momento del aislamiento el 45.8% de los pacientes se
encontraba en alguna de las unidades de cuidados intensivos y el 33.3% de los
pacientes eran hemato-onocologicos. El 95.8% de los pacientes tuvieron algun
tipo de antibioticoterapia previa y el 100% contaba con presencia de catéter
venoso central.

Conclusion. Las cepas estudiadas de Klebsiella pneumoniae presentaron en su
mayoria todos los factores de virulencia, los cuales hacen que la misma sea un
patdégeno relevante en las infecciones nosocomiales. Es importante el hecho de la
presencia de un dispositivo externo (CVC) en todos los pacientes con aislamiento
de esta bacteria, lo cual nos lleva a observar la gran importancia del manejo y
cuidado de dichos dispositivos.



ANTECEDENTES

Las infecciones nosocomiales son de los principales problemas de salud
publica que afectan a los pacientes en todos los hospitales a nivel mundial.
Klebsiella pneumoniae es un patégeno de adquisicidén hospitalaria con el potencial
de ocasionar morbilidad y mortalidad severa en pacientes pediatricos. Asi mismo,
la presencia de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) ha constituido un
importante mecanismo de resistencia antimicrobiana entre los patégenos Gram-
negativos nosocomiales. La prevalencia mas elevada de K. pneumoniae
productora de BLEE (Kp-BLEE) a nivel mundial ha sido observada en América
Latina [1]. En México, Kp-BLEE la mayoria de las ocasiones se ha reportado

ocasionando epidemias en unidades de cuidados intensivos neonatales [2].

Las infecciones nosocomiales mas comunes en la poblacion pediatrica son
las infecciones relacionadas con las lineas vasculares, neumonias, infecciones del
sitio quirurgico e infecciones del tracto urinario. Estas infecciones pueden proceder
de fuentes endogenas o exdégenas. En las unidades de cuidados intensivos, las
infecciones mas frecuentes son las relacionadas con la presencia de un
dispositivo, como la infeccion relacionada con las lineas vasculares o
intravasculares (28%), la neumonia por el uso de ventilacibn mecanica (21%) y la

infeccidn de vias urinarias relacionadas con el uso de sondas (15%) [3].

En un informe de la Secretaria de Salud se investigo la prevalencia de las
infecciones nosocomiales en hospitales generales del IMSS, ISSSTE y de la SSA,
siendo esta de un 21% y no encontrandose diferencias estadisticamente
significativas entre las instituciones. En nuestro hospital se realizé un estudio para
identificar la tendencia de las infecciones nosocomiales durante un periodo de 12
afos. Las infecciones mas frecuentes fueron las relacionadas con la linea vascular
(15.4%), la neumonia relacionada con la ventilacion mecanica (17.9%), la
infeccion de sitio quirdrgico (10.3%) y la infeccion de vias urinarias (6.8%). Asi
mismo, los servicios con mayores tasas fueron neonatologia, terapia intensiva
pediatrica, pediatria médica y neurocirugia. La letalidad de la infeccién nosocomial
fue de 4.5% [3].



La infeccion nosocomial neonatal mas frecuente es la bacteriemia (entre 21
y 56%), seguida de la neumonia (13.9 y 30%). Las bacterias grampositivas, como
los Staphylococcus coagulasa negativa son los microorganismos mas frecuentes
(55.4%), seguidas por las gramnegativas, como Enterobacter, Klebsiella sp. y
Escherichia coli (aproximadamente 31.2%). En un estudio en la unidad de
cuidados intensivos neonatales de nuestra unidad se observd que las infecciones
nosocomiales mas frecuentes fueron bacteriemia relacionada con la colonizacion
del catéter venoso central (35.5%) y la sepsis (28.8%). Los principales
microorganismos fueron los Sthapylococcus coagulasa negativa (43.4%), todos
resistentes a meticilina, y Klebsiella pneumoniae (21%); 97.3 % de estos era
productor de betalactamasas de espectro extendido [2].

A nivel mundial se ha notado un incremento de Enterobacterias productoras
de B-lactamasa de espectro extendido (BLEE). Las cepas productoras de BLEE no
solo han sido aisladas de infecciones adquiridas en la comunidad o de origen
nosocomial, sino también de las bacterias entéricas de nifios sanos. Mientras el
11.8% de las bacteriemias causadas por E. coli y K. pneumoniae fueron
ocasionadas por cepas productoras de BLEE en nifios hospitalizados, las cepas
productoras de BLEE ocupan una mayor proporcion en los aislamientos de
pacientes inmunocomprometidos. En estudios previos a nivel mundial,
aislamientos de K. pneumoniae productora de BLEE en bacteriemias fue de 51.6%

en nifos con enfermedades hematooncoldgicas [4].

En un estudio reciente realizado por De la Cruz y cols en un periodo de tres
afios en nuestra institucion mostré el aislamiento en hemocutlivos de K.
pneumoniae (30.4%) vs Escherichia coli (18.9%); asi mismo mostrando el 45% de
estas resistencia antimicrobiana a cefalosporinas [5].

En afos recientes se ha visto incremento del indice de resistencia
antimicrobiana en K. pneumoniae, mas notablemente en cepas productoras de
beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE) [6]. Aunque algunos estudios
hospitalarios han notado un alto indice de ocurrencia de enfermedades

concomitantes y un indice de fatalidad del 20 al 40%, el indice de mortalidad y los



factores de riesgo para adquirir o morir por una bacteriemia por K. pneumoniae no
han sido definidos en una poblacion pediatrica de nuestro pais.

Por lo anterior y no habiendo estudios especificos acerca de los factores de
virulencia de cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas de los pacientes
pediatricos con bacteriemias en nuestro hospital es importante conocer sus
caracteristicas; ya que K. pneumoniae es una de las bacterias gramnegativas
aisladas con mayor frecuencia en las infecciones nosocomiales en nuestro

hospital.

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) es un bacilo Gram negativo, anaerobio
facultativo, no movil y capsulado perteneciente a la familia Enterobacteriaceae,
estd presente de manera ubicua en el ambiente y es sapréfito natural del tracto

gastrointestinal y de la nasofaringe en humanos y animales .

K. pneumoniae es considerado uno de los patégenos oportunistas mas
importantes, asociandose frecuentemente a infecciones del tracto urinario y a
neumonia en personas sanas [7]. Sin embargo, en personas
inmunocomprometidas puede ocasionar infeccion biliar, peritonitis, meningitis,
septicemia y abscesos hepaticos [8]. Ademas, es una de las bacterias aisladas
con mayor frecuencia de pacientes, tanto adultos como pediatricos, con infeccién

nosocomial en diferentes regiones del mundo incluyendo América Latina [5, 9].

Una de las caracteristicas mas importantes de K. pneumoniae es su alta
resistencia a los antibioticos, principalmente a los beta-lactamicos y esto debido
principalmente a la producciéon de enzimas beta-lactamasas, las cuales hidrolizan
a dichos antibioticos inhibiendo su actividad [10]. En la ultima década se han
detectado en todo el mundo cepas de K. pneumoniae productoras de beta-
lactamasas de espectro extendido y de carbapenasas lo que ha originado un
problema serio en el tratamiento de las infecciones causadas por este

microorganismo [11].



La epidemiologia de K. pneumoniae resistente a los antibioticos varia entre
hospitales y zonas geograficas. Algunos brotes son causados por cepas unicas y
otros se deben aparentemente a casos por transferencia horizontal de plasmidos

que pueden conferir resistencia a multiples antimicrobianos [12].
Factores de virulencia de K. pneumoniae

K. pneumoniae al ser un microorganismo oportunista solo se convierte en
patégeno cuando alcanza tejidos que normalmente son estériles o cuando afecta a
pacientes inmunocomprometidos. Los principales factores implicados en la
virulencia de K. pneumoniae son: los pilis, la capsula de polisacarido, los
sideroforos vy el lipopolisacarido (LPS), los cuales le permiten a la bacteria entrar

y multiplicarse en el hospedero (Figura 1) [13].
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Figura 1. Factores de virulencia de K. pneumoniae. Se muestran los pilis, la capsula, el
lipopolisacarido (LPS) y los sideréforos, los cuales son considerados los principales factores de

virulencia. Adaptado de Podschun y Ullman, 1998

La primera etapa en el proceso infeccioso es la adherencia del agente a las
células del hospedero, funcion que en casi todas las enterobacterias es

desempefiada por unas proyecciones filamentosas de la superficie bacteriana



llamadas pilis. Los pilis o fimbrias son estructuras filamentosas no flagelares que
permiten la adherencia de la bacteria sobre superficies bidticas y abidticas. Los
principales pilis descritos en K. pneumoniae son: el pili tipo 1, el pili tipo 3 y el pili
ECP. Diferentes estudios han demostrado que estos pilis son importantes para la
adherencia de la bacteria a las células epiteliales del tracto intestinal, urinario y
respiratorio. Ademas, se ha demostrado que el pili tipo 3 es indispensable para la

formacion de biopeliculas sobre placas de poliestireno y catéteres [14, 15].

Las cepas de K. pneumoniae se caracterizan por poseer una capsula de
polisacarido, la cual estd compuesta principalmente por glucosa, galactosa,
fructuosa, manosa, ramnosa y acidos urénicos. Esta capsula es importante para la
bacteria ya que le permite evadir al sistema inmunolégico impidiendo la fagocitosis
[16]. Las diferencias en la composicion de la capsula de polisacarido permite
clasificar a las diferentes cepas de este género en 77 serotipos, segun el antigeno

capsular (K) que poseen [17].

Los sideréforos constituyen otro factor de virulencia en K. pneumoniae ya que
permiten captar hierro bajo condiciones limitantes de dicho metal en el hospedero.
El hierro es un factor esencial para el crecimiento bacteriano funcionando
principalmente como catalizador de reacciones de Oxido-reduccion de proteinas
que participan en transporte de electrones y oxigeno [18]. La aerobactina, la
enterobactina y la yersiniobactina son los sideréforos de mayor importancia en
esta bacteria, los cuales le proporcionan la capacidad para replicarse y mantener

una infeccién local o sistémica [19].

El LPS tiene actividad endotdxica debido al lipido A que provoca la activacion de
los macrofagos e induce una respuesta inflamatoria con un efecto pirogénico. Por
otro lado, las cadenas de polisacarido del antigeno O facilitan el proceso inicial de
adherencia y confieren resistencia a la bacteria contra la actividad bactericida del
suero no inmune [18]. En K. pneumoniae se han descrito nueve serotipos
diferentes basados en el antigeno O: O1, 02, O2ac, O3, 04, 05, 07, 08 y 012,

de los cuales el serotipo O1 es el mas frecuente en los aislados clinicos de K.



pneumoniae [20]. Algunos estudios indican que la estructura del LPS podria estar
implicada en la virulencia de las bacterias Gram negativas incluyendo a K.
pneumoniae, de acuerdo a su variacion para expresar diferentes antigenos de

superficie [21].
El pili tipo 3y su relacién con la patogenicidad en K. pneumoniae

El pili tipo 3 de K. pneumoniae juega un papel importante en la patogenicidad de
acuerdo a diversos estudios que han demostrado su relevancia en la adherencia a

células eucariotas y durante la formacion de biopeliculas [14, 22].

En un estudio se demostré que el pili tipo 3 es un importante factor de virulencia
involucrado en la colonizacion de catéteres siliconados implantados en vejigas de
ratones, sugiriendo que es necesario para la formacion de biopeliculas, las cuales
son un foco de diseminacion bacteriana que puede dar origen a las infecciones
nosocomiales de vias urinarias debidas a este microorganismo [15]. Este mismo
efecto de colonizacién de K. pneumoniae en catéteres de vias urinarias puede
extrapolarse a catéteres de diferentes vias (venosa, arterial, cerebroespinal) que
de igual manera al ser colonizados pueden dar origen a infecciones nosocomiales

sépticas [23].
El pili tipo 3 de K. pneumoniae y la formacién de biopeliculas

Una caracteristica muy importante para la patogenicidad de K. pneumoniae es la
formacion de biopeliculas. Una biopelicula bacteriana consiste en un agregado de
células contenidas dentro de una matriz de polisacaridos de superficie, proteinas y
DNA. La habilidad para producir biopelicula resulta en resistencia incrementada a
los factores del defensa del hospedero y de antimicrobianos, y ha sido reconocida
como una propiedad importante de virulencia. Aun en ausencia de un cuerpo
extrafio, la formacion de biopelicula ha sido mostrada como un factor en
infecciones cerradas [24].

Las biopelicuas se forman cuando las bacterias se adhieren y contindan

proliferando hasta formar un agregado que constituye una microcolonia. Estos
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agregados mantienen su estructura debido a la matriz que los rodea, la cual se
compone principalmente de pilis y una matriz de proteinas no fimbriales y
polisacaridos. Una vez que las biopeliculas han alcanzado madurez, algunas
bacterias se liberan para colonizar otras superficies, proceso denominado

desprendimiento o dispersion [25].

El primer paso para la formacién de las biopeliculas, es la adherencia de la
bacteria sobre la superficie, la cual es faciltada en la mayoria de las
enterobacterias por pilis y otras adhesinas no fimbriales de la superficie que dan
lugar a interacciones bacteria-bacteria y bacteria-superficie. Las bacterias que
encuentran la superficie conveniente, forman con ella una union reversible
mediada por atracciones electrostaticas o hidrofébicas y fuerzas de Van der Walls
[26]. Una vez adheridas, las bacterias comienzan a proliferar dando origen a la
formacion de microcolonias, las cuales una vez establecidas generan estructuras
tridimensionales complejas mediante la produccion de una matriz extracelular
compuesta predominantemente de polisacaridos [27]. La liberacién final de las
bacterias de la biopelicula es el proceso que menos se conoce Yy los detalles

exactos de la dispersion para volver al estado plancténico no se han aclarado.

1.4 Lacapsulade K. pneumoniae

La capsula de K. pneumoniae es una estructura compleja y gruesa compuesta de
polisacaridos que llega a medir hasta 160 nm de ancho. Los genes que codifican
para la capsula de K. pneumoniae varian de acuerdo al serotipo capsular,
variando de 16 a 20 genes, los cuales estan organizados en tres unidades
transcripcionales consecutivas que dan origen a un gran numero de proteinas
involucradas en la biosintesis y exportaciéon de los componentes de dicha

estructura molecular sobre la superficie bacteriana .

La capsula de K. pneumoniae le proporciona una alta resistencia a la desecacion
asi como proteccion frente a la fagocitosis mediada por los polimorfonucleares y
macréfagos [28]. Ademas, estudios in vitro han demostrado que la capsula de K.

pneumoniae inhibe el depdsito del componente C3 del complemento sobre la
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superficie de la bacteria reduciendo la formacion del complejo de ataque a la

membrana [29].

RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

En la gran mayoria de los casos K. pneumoniae es resistente a ampicilina por
medio de la presencia de B-lactamasa SHV-1, codificada en el cromosoma de
bacteria. A partir de los afos 80 la aparicion y uso de nuevos antibioticos capaces
de evadir la resistencia por este tipo de enzima, promovio la aparicién de cepas
resistentes a ellos, y fue asi como se reportd la resistencia transferible a
cefalosporinas de 3ra generacion. Ademas en el ano de 1985 se reportd la
mutacion de la SHV-1, produciendo una nueva enzima (SHV-2), causante de la
resistencia de Klebsiella ozaenaea a las cefalosporinas de amplio espectro, y de
alli su denominacion como BLEE [30]. Como los genes que codifican estas B-
lactamasas son transportados por plasmidos, su transmision a otras especies y
géneros bacterianos se produjo rapidamente. Las consecuencias clinicas de la
resistencia ocasionadas por las infecciones cuyo agente etioldgico es este tipo de
bacterias se reflejan en el incremento de la estancia hospitalaria, la mortalidad y
los costos de la atencion médica. El problema de resistencia a antibidticos ha
alcanzado tal dimension que estudios epidemioldgicos de resistencia han
reportado porcentajes de K. pneumoniae productoras de BLEE que pueden llegar
hasta el 60% dependiendo del pais y del hospital estudiado [31].

En las enterobacterias la resistencia a los carbapenémicos puede presentarse por
tres mecanismos. En primer lugar, la hiperproduccién de AmpC en asociacion con
la pérdida de porinas de la membrana externa puede producir resistencia a los
carbapenémicos. El segundo mecanismo corresponde a cambios en la afinidad de
las “enzimas blanco” (proteinas a las cuales se unen las penicilinas) para los

carbapenémicos. El tercer mecanismo es la produccion de una B—lactamasa que

sea capaz de hidrolizar los carbapenémicos.
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JUSTIFICACION

K. pneumoniae es un patégeno nosocomial emergente de alta importancia
epidemioldgica. No hay estudios especificos acerca de los factores de virulencia
de cepas de K. pneumoniae aisladas de los pacientes pediatricos con
bacteriemias en nuestro hospital, por lo que el estudio de sus caracteristicas
patogénicas nos ayudaran a comprender su comportamiento en las diferentes

patologias.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a su frecuencia y a los mecanismos de patogenicidad y de resistencia
antimicrobiana que puede presentar K. pneumoniae, se ha considerado como una
bacteria de gran importancia en la etiologia de infecciones asociadas a
instituciones hospitalarias o adquiridas en la comunidad, para lo cual es importante
conocer los factores de virulencia asociados a este microorganismo.

No hay estudios especificos de los factores de virulencia de K. pneumoniae en
aislados de pacientes de nuestro hospital. De ahi que la pregunta de investigacién
fue:

¢, Cudles son los fenotipos de virulencia de K. pneumoniae en aislados de
hemocultivos de pacientes de nuestro hospital?

¢, Cudl es el perfil de resistencia a antibidticos de K. pneumoniae en aislados de
hemocultivos de pacientes de nuestro hospital? ¢ Cuantos son multirresistentes?

¢, Qué porcentaje de las K. pneumoniae aisladas seran productoras de BLEE?

14



HIPOTESIS

Las cepas de K. pneumoniae aisladas de pacientes con bacteriemia, mostraran
caracteristicas de virulencia como la formacién de  biopelicula,
hipermucoviscosidad y adherencia a células epiteliales.

Tendremos un alto nimero de cepas multirresistentes.

La multiresistencia a antibioticos de las cepas aisladas de K. pneumoniae es
independiente de sus fenotipos de virulencia (biopelicula, hipermucoviscosidad y
adherencia a células epiteliales).

Mas del 90% de las cepas aisladas seran productoras de BLEE.

15



OBJETIVOS DEL ESTUDIO

1.- Determinar los factores de virulencia de K. pneumoniae en aislados de
hemocultivos de pacientes pediatricos de nuestro hospital.

2.- Determinar el perfil de resistencia de las cepas aisladas de K. pneumoniae de
pacientes pediatricos de nuestro hospital y determinar el niumero de cepas

multirresistentes.
3.- Determinar qué porcentaje de cepas son productoras de BLEE.

16



CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION:
Todas las cepas de K. pneumoniae aisladas de hemocultivos durante el periodo
del 1 de Enero de 2013 a 31 de Diciembre de 2013.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

Ninguno

SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

LUGAR DONDE SE REALIZARA EL ESTUDIO: Laboratorio de Microbiologia
Molecular, Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas vy
Parasitarias, Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI, Instituto

Mexicano del Seguro Social.

TIPO DE ESTUDIO: Transversal descriptivo.
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VARIABLES

VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE [ ESCALA DE | UNIDAD DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL | VARIABLE MEDICION MEDICION
/CATEGORIA
Patologiade base Trastorno Se determinara | CUALITATIVA NOMINAL NA
anatémico y| en
fisiolégicode los | hematoldgica,
tejdos y los | oncoldgica,
érganos endocrina,
enfermos. respiratoria,
gastrointestinal.
Edad delpaciente Edad Edad del | CUANTITATIVA CONTINUA Meses
cronolégica del | paciente al
paciente momento de la
toma del
hemocultivo
Sexo Conjunto de | Definir si el [ CUALITATIVA NOMINAL Femenino
caracteristicas paciente es Masculino
biolégicas que | género
definen al | masculino o]
espectro de | femenino.
humanos como
hembras y
machos.
Unidad donde se | Lugar donde se | Lugar donde se | CUALITATIVA NOMINAL NA
encontraba encontraba encontraba
hospitalizado el | hospitalizado el | hospitalizado el
paciente paciente (Piso | paciente (Piso
de Pediatria o | de Pediatria o
Unidad de | Unidad de
Terapia Terapia
Intensiva) Intensiva) al
momento de la
toma del
hemocultivo
Uso de catéter | Uso de [ Uso de | CUALITATVA NOMINAL 1=Si
central dispositivos dispositivos DICOTOMICA 0=No
intravasculares intravasculares

en vena central

o umbilical

en vena central
o umbilical al
momento de la
toma del

hemocultivo
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Ventilacién mecanica | Soporte Uso de soporte | CUALITATIVA NOMINAL 1=Si
ventilatorio ventilatorio DICOTOMICA 0=No
mecanico mecanico al

momento de la
toma del
hemocultivo

Nutricion parenteral Uso de nutricion | Uso de nutricion | CUALITATIVA NOMINAL 1=Si
por via | por via DICOTOMICA 0=No
intravenosa intravenosa  al

momento del
hemocultivo

Formacion de | Agregado  de | Mecanismo de | CUALITATIVA NOMINAL 1=3Si

Biopelicula células resistencia en el 0= No
contenidas que las bacterias
dentro de una | se adhieren y
matriz de | contindan
polisacaridos de | creciendo
superficie, formando una
proteinas y | comunidad
DNA. bacteriana

embebida en
una matriz de
exopolisacarido.
Absorbancia
(Unidades
arbitrarias)

Hipermucoviscosidad [ Capacidad de [ La CUANTITATVA NUMERICA 1=Si
las bacterias | mucoviscosidad CONTINUA 0=No
para formar | de las cepas en
moco de | estudio sera
caracteristicas determinada
viscosas, mediante el
producido por el | método de
polisacarido centrifugacion a
capsular. baja velocidad.

Adherenciaacélulas | Capacidad de la [ Cuantificacién CUANTITATVA NUMERICA UFC/ml

epiteliales bacteria  para | del ndmero de CONTINUA
adherirse a las | bacterias
células. adheridas a una

monocapa de
células
epiteliales.

Fagocitosismediada | Capacidad del [ Cuantificacién CUANTITATVA | NUMERICA UFC/ml

por macrofagos macréfago para | del ndmero de CONTINUA

internalizar a las

bacterias
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bacterias fagocitas por el

patégenas. macroéfago.
Resistencia a | Capacidad de [ Determinar a | CUALTITATVA NOMINAL 1= SENSIBLE
antibioticos un cuales 0=

microorganismo | antibidticos es RESISTENTE

para crecer en | resistente el

presencia de un | microorganismo.

antimicrobiano a

dosis

terapéutica.
Multiresistencia a [ Microorganismo | Determinar  si [ CUALITATIVA NOMINAL 1=Si
antibioticos que son | sonresistentes a 0= No

resistentes altres o mas

una o mas | familias de

clases de | antibidticos, a

antibioticos. los que

Debe existir | habitualmente

resistencia a | sonsensibles.

mas de una

familia o grupo

de

antimicrobianos

y que esa

resistencia

tenga relevancia

clinica y

epidemiolégica.
BLEE Familia de [ Determinar si | CUALITATIVA NOMINAL 1=Si
(Betalactamasas de | enzimas hubo produccion 0= No

espectroextendido)

producidas por
bacilos
gramnegativos
como
mecanismo de
resistencia
bacteriana y
confiere
resistencia a un
gran ndmero de
antibioticos
entre ellas
penicilinas y

cefalosporinas.

de BLEE
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DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

MATERIAL Y METODOS

1. Material Bioldgico

Cepas de K. pneumoniae obtenidas de hemocultivos.
2. Formacién de biopeliculas

La capacidad de formaciéon de biopeliculas fue evaluada con la metodologia

propuesta por Saldana y colaboradores [32].

A partir de cultivos de las cepas en estudio crecidas toda la noche en medio LB
(10 g/L de peptona de caseina, 5 g/L de extracto de levadura y 10 g/L de NaCl) a
37°C y en agitacion a 200 rpm, se inocularon 10 pL en 990 uL de medio LB fresco.
Posteriormente, se colocaron 100 uL de tal suspension bacteriana en un pozo de
una placa de poliestireno (Costar) de 96 pozos; dicho procedimiento se realizé por
quintuplicado para cada cepa en estudio. Las placas se taparon e incubaron a

temperatura ambiente durante 24 horas.

Después del periodo de incubacion, se removieron las células plancténicas con
una micropipeta y se realizaron 3 lavados con 200 pyL de PBS 1X. A continuacion,
se adicionaron 100 pL de cristal violeta al 1% y se dej6 incubando a 37°C por 20
min. A continuacion, se retird el cristal violeta y se lavd de nuevo 3 veces con 200
ML de PBS 1X. Se dejaron secar las biopeliculas y posteriormente fueron

solubilizadas con 100 pL de etanol al 70% durante 5 min.

La cantidad de cristal violeta adherida a la biopelicula fue cuantificada mediante

espectrofotometria en el lector Multiskan (Costar) determinando la DO a 600 nm.
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3. Determinacién de la mucoviscosidad

La mucoviscosidad de las cepas en estudio se determind mediante el método de
centrifugacion a baja velocidad [33].

A partir de cultivos en fase exponencial de crecimiento se tomaron 2 mL y se
colocaron en microtubos para posteriormente centrifugarlos a 500 xg durante 5
min. En seguida, se recolectaron 800 pL de los sobrenadantes, los cuales se

leyeron en un espectrofotometro obteniendo la absorbancia a 600 nm.
4. Evaluacion de la adherencia a células epiteliales A549
4.1 Cuentaviable del cultivo utilizado para la infeccién

A partir de un cultivo de K. pneumoniae en medio LB en la fase logaritmica de
crecimiento se realizd la cuenta viable mediante la realizaciéon de diluciones
decimales desde 10! hasta 106 en PBS 1X estéril; posteriormente se inocularon
20l de cada dilucién por triplicado en placas de agar LB, después las placas se
incubaron durante 18 h a 37°C y se procedid a contar las colonias para calcular las
UFC/mL.

4.2 Obtencién de neumocitos

Los neumocitos humanos de la linea celular A549 ATCC CCL-2185 se
descongelaron y se mantuvieron en medio RPMI (Gibco) [2.0 g/L de glucosa, 0.4
g/L de KCI, 0.1 g/L de MgSO4, 6 g/L de NaCl, 2 g/L de NaHCOs, 0.8 g/L de
Na2HPOs, 0.1 g/L de Ca(NOs)2, 0.001 g/L de glutation, 0.3 g/L de L- glutamina, 25
mM de HEPES y 0.005 g/L de rojo de fenol] al 10% de suero fetal bovino (SFB)
incubandose a 37°C en atmésfera de CO2 al 5% por 48 h en botellas para cultivo
celular de 75 cm?2. Posteriormente, se retird el medio de cultivo dejando la
monocapa en la botella y se adicionaron 7.5 mL de una solucion de Tripsina al
0.5% en EDTA al 0.2% (Sigma) con la finalidad de levantar la monocapa celular.

Se recolectaron los 7.5 mL y se colocan en un tubo cénico estéril y se centrifugan
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a 1000 xg durante 7 min. Posteriormente, se recolect6 y se descartd el

sobrenadante y se adicionaron 5 mL de medio RPMI al 10% de SFB.

4.3 Cuentaviable de neumocitos

Los neumocitos del punto anterior se diluyeron (1:20) con azul de tripano al 0.2% y

esta suspensiéon se colocd en una camara de Neubauer para la cuenta celular.

Una vez obtenida la cuenta de las células viables en los cuatro cuadrantes
externos; se calculd el numero de células por mL, este calculo se obtuvo
multiplicando el nimero promedio de células por el factor de dilucién y por el factor
de la camara de Neubauer (10,000), esto para obtener los neumocitos requeridos

para las infecciones posteriores.

Se utilizaron placas estériles de plastico especiales para cultivo celular (Costar) y
se colocaron en cada pozo lo correspondiente a 1x108 células, las cuales se
incubaron a 37°C al 5% de CO2durante 24 horas.

4.4 Infeccidén de los neumocitos con K. pneumoniae

Las infecciones se realizaron por triplicado y en tres experimentos independientes.
Se infectaron los neumocitos con las diferentes cepas aisladas con una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 100. Las placas se incubaron a 37°C al 5% de
CO2 durante 2 h. Una vez transcurrido el periodo de incubacion se retir6 el medio
de cultivo y se realizaron 3 lavados con PBS 1X. A cada pozo se le adicionaron 1
mL de Tritdn X-100 al 0.1% y se dejé incubando a temperatura ambiente durante
15 min. Posteriormente, se raspo6 con la punta de una micropipeta y se recolecté el
lisado celular para depositarlo en un microtubo estéril. A partir de los lisados
celulares que contienen a las bacterias se realizaron diluciones decimales
seriadas desde 10! hasta 10-° para posteriormente inocular en placas de agar LB

de cada microtubo 20 pL de la suspension por triplicado.

Las placas de agar LB inoculadas se incubaron a 37°C durante 18 h y se realizo el

conteo de las colonias para determinar las UFC/mL.
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5. Evaluacién de la fagocitosis con macréfagos THP-1
5.1 Cuentaviable del cultivo utilizado para la infeccién

La cuenta viable del cultivo se determind como en el punto 5.1

5.2 Obtencién de monocitos

Los monocitos humanos de la linea celular THP-1 ATCC TIB-202 se mantuvieron
en medio RPMI (Gibco) al 10% de SFB, 0.4% de glucosa y 0.5 mM de j-

mercaptoetanol, y se incubaron a 37°C en atmodsfera de CO2 al 5% por 48 h.
5.3 Diferenciacion de los monocitos a macriofagos

La diferenciaciéon de los monocitos consistié en dos etapas: la cuenta de los
monocitos y el periodo de diferenciacion. Primero se realizé la cuenta de
monocitos para obtener una monocapa reproducible. El primer paso de esta
cuenta celular consistié en centrifugar los monocitos a 800 rpm por 5 min,
posteriormente el botdn celular obtenido se lavé con PBS 1X estéril, para eliminar
residuos del medio de crecimiento; después, se centrifugaron nuevamente las
células en las mismas condiciones mencionadas y se elimind el sobrenadante
para adicionar medio RPMI al 10% de SFB y se ajustd a un volumen final de 5 mL.
Finalmente, se realizé una dilucién (1:20) del cultivo celular con azul de tripano al
0.2% y esta suspension se colocd en una camara de Neubauer para la cuenta

celular.

Una vez obtenida la cuenta de las células viables en los cuatro cuadrantes
externos; se calculd el nimero de células por mL, este calculo se obtuvo
multiplicando el numero promedio de células por el factor de dilucién y por el factor
de la camara de Neubauer (10,000), esto para obtener los monocitos requeridos

para las infecciones posteriores.

Se realizd una suspension para la diferenciacion de los monocitos, tomando una

alicuota del cultivo celular correspondiente a la cantidad requerida de monocitos
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para las infecciones y se le adicion6 medio RPMI al 10% de SFB y acetato de

forbol miristato (PMA) a una concentracion final de 20 nM.

Se utilizaron placas estériles de plastico especiales para cultivo celular (Costar) de
24 pozos. En cada pozo se colocaron 500ul de cultivo celular y se incubaron a
37°C, en atmodsfera de CO2 al 5% por 24h. Transcurrido el periodo de incubacion
se les retiraré el medio con PMA y se les adicioné a cada pozo 1000 pyL de medio
RPMI con SFB al 3%.

5.4 Infeccién de macrofagos con K. pneumoniae

Una vez obtenida una monocapa confluente de 1x10® macrofagos por pozo y
haber cambiado el medio, se proseguid a infectar con las cepas en estudio de K.
pneumoniae, cada pozo se infectd con una MOI de 100 y para cada cepa se
realizé la infeccion por triplicado en tres experimentos independientes. Las placas

se incubaron a 37°C en atmésfera de CO2 al 5% durante 2 h.

Pasado el periodo de incubacion, se retirdc el medio de cultivo celular y la
monocapa de cada pozo se lavd 3 veces con PBS 1X estéril, a continuacién se
adicion6 en cada pozo 1 mL de medio RPMI con gentamicina a una concentracion
final de 100 pg/mL y se incub6 a 37°C al 5% de COz2 durante 1 h con la finalidad

de eliminar las bacterias extracelulares.

Posteriormente, se retiraron de los pozos el medio RPMI con gentamicina y se
lavaron 3 veces las monocapas con PBS 1X estéril. A cada pozo se le adiciono 1
mL de Tritdn X-100 al 0.1% y se dejo incubando a temperatura ambiente durante
15 min. Posteriormente, se raspo6 con la punta de una micropipeta y se recolectoé el
lisado celular para depositarlo en un microtubo estéril. A partir de los lisados
celulares que contienen a las bacterias se realizaron diluciones decimales
seriadas desde 10-' hasta 10-° para posteriormente inocular en placas de agar LB

de cada microtubo 20 pL de la suspension por triplicado.

Las placas de agar LB inoculadas se incubaron a 37°C durante 18 h y se realizo el

conteo de las colonias para determinar las UFC/MI
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RESULTADOS

En este estudio fueron analizadas un total de 24 cepas de Klebsiella
pneumoniae aisladas de hemocultivos de pacientes pediatricos del hospital de
pediatria de Centro Médico Nacional Siglo XXI.

El 33.3% de los pacientes con dichos aislamientos eran del sexo femenino y
66.6% del sexo masculino. Al momento del aislamiento el 45.8% de los pacientes
se encontraba en alguna de las unidades de cuidados intensivos y el 33.3% de los
pacientes eran hemato-onocolégicos, al igual que otro 33.3% correspondia a los
servicios pediatricos, 12.5% con patologia cardiaca y el resto correspondiente a
los servicios de gastroenterologia, cirugia y nefrologia. EI 95.8% de los pacientes
tuvieron algun tipo de antibioticoterapia previa y el 100% contaba con presencia de
catéter venoso central. El 37.5% se encontraba con presencia de ventilacion
mecanica asistida y el 25% con nutricion parenteral. (Tabla 1)

En cuanto a los factores de virulencia de la bacteria, el 100% de los
aislamientos tuvo formacion de biopelicula y adherencia a células epiteliales, el
75% fue productor de mucoviscosidad y sélo uno (4%) presentd resistencia a la
fagocitosis (Grafica 1-4). Dichos parametros se obtuvieron de acuerdo a los
resultados obtenidos por Ares et al 2016. El 25% de las cepas aisladas fueron
multirresistentes y el 62.5% de las mismas fueron productoras de beta-lactamasa
de espectro extendido. (Tabla 1)

En cuanto a la sensibilidad a antibiéticos, se encontré una alta proporcién
de aislados con resistencia a ampicilina/sulbactam, cefazolina, ceftriaxona y
cefepime (54, 66.6, 58 y 58.3%, respectivamente). Resistencia a aztreonam fue
observada en el 62.5% de los aislamientos y trimetoprim/sulfametoxazol 37.5%.
Las fluoroquinolonas tuvieron un alta sensibilidad (<4% de resistencia) y todos los
carbapenémicos, piperacilina/tazobactam vy tigercilina fueron activos contra todos

los aislados estudiados. (Tabla 2)
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Tabla 1. Datos clinicos y factores de virulencia de los aislamientos

PA PATOLOGIA CcvC VMA NPT ANTIBIOTICOS BIOPELICULA MUCOVISCOSIDAD ADHERENCIA FAGOCITOSIS MULTIRRESISTENCIA BLEE
h PREVIOS
_ QUIRURGICA Sl NO Sl S BP NEG A FF NO +
- NEFROLOGIA S| NO NO S| BP M A FF NO +
- PEDIATRIA S| sl NO S BP M A FF sl +
- GASTROENTEROLOGIA Sl NO Sl Sl BP NEG A FF Sl +
PEDIATRIA S| NO sl S| BP NEG A FF NO +
“ PEDIATRIA S| sl NO s BP M A RF NO +
- ONCOLOGIA S| sl NO s BP NEG A FF sl +
“ ONCOLOGIA S| NO NO s BP NEG A FF NO +
“ PEDIATRIA S| NO NO s BP M A FF NO =
“ CARDIOLOGIA S| NO NO s BP M A FF NO =
- PEDIATRIA Sl S NO Sl BP M A FF NO -
CARDIOLOGIA S| NO NO s BP M A FF NO =
“ NEFROLOGIA Sl S NO SI BP M A FF Sl +
“ HEMATOLOGIA S| NO NO S BP M A FF sl +
ONCOLOGIA S| NO sl sl BP M A FF NO =
“ ONCOLOGIA S| sl NO s BP M A FF NO +
“ HEMATOLOGIA Sl S NO SI BP M A FF NO =
“ HEMATOLOGIA sl sl NO s BP M A FF NO =
“ NEFROLOGIA S| NO NO S BP M A FF NO +
“ PEDIATRIA Sl NO NO Sl BP M A FF Sl +
PEDIATRIA S| sl NO  NO BP M A FF NO +
“ CARDIOLOGIA Sl Sl Sl Sl BP M A FF NO +
“ ONCOLOGIA S| NO NO s BP NEG A FF NO =
PEDIATRIA sl NO sl S| BP M A FF NO =
TOTAL 100%  41% 25%  95.8% BP: 100% NEG: 6 (25%) A 100% FF23(96%) MR: 6(25%) POS:
M: 18 (75%) RF: 1(4%) 15
(62.5%)
NEG:
9
I (375%)
VC: Cateter venoso central; VMA:

BP: buena productora

NEG: negativo, M: mucoviscosas
A: adherentes
FF: Facilmente fagocitada; RF: Resistente a la fagocitosis
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Grafica 1- Formacion de biopelicula
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Grafica 2- Produccion de mucoviscosidad
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Grafica 3- Adherenciaa células epiteliales
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Grafica 4- Evaluacidn de la fagocitosis
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Tabla 2. Sensibilidad a antibiéticos

/

CEFAZ  CEF CEFEP

P/

x @£ @£ xx @£ un x &£ un n n un K @£ un — u un K @xx x££ &£ u un

A/S: Ampicilina/Sulbactam; P/T: Piperacilina/Tazobactam; Cefaz: Cefazolina; Ceft: Ceftriaxona; Cefep:

Cefepime; Azt: Aztreonam

Erta: Ertapenem; Imi: Imipenem; Mero: Meropenem

Ami: Amikacina; Genta: Gentamicina; Tobra: Tobramicina

Cipro: Ciprofloxacino; Moxi: Moxifloxacino

Tige: Tigercilina

Nitro: Nitrofurantoina

TMS: Trimetoprim/Sulfametoxazol
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DISCUSION

Las infecciones intrahospitalarias representan complicaciones debidas a
multiples factores de riesgo, algunos de los cuales son susceptibles de
modificarse, mientras otros son inherentes a la terapia o al estado del paciente en
Si.

Los factores de riesgo encontrados fueron presencia de catéter venoso
central y uso previo de antibioticos. Estos resultados se podrian explicar por el uso
inadecuado o indiscriminado de antibidticos sobre la microbiota usual hospitalaria
y propia de cada paciente, y por otro lado el uso de dispositivos externos y las
inadecuadas practicas de cuidado de los mismos.

El sitio en donde se encontraban los pacientes al momento del diagndstico
fue en su mayoria de las unidades de cuidados intensivos, siendo estos el 45.8%.
El 100% de los pacientes contaba con catéter venoso central y el 37.5% se
encontraba con presencia de ventilacion mecanica asistida. Estos factores
concuerdan con lo encontrado por Zamudio-Lugo y colaboradores en nuestro
hospital, cuando se realizd un estudio para identificar la tendencia de las
infecciones nosocomiales, donde las infecciones mas frecuentes fueron las
relacionadas con la linea vascular (15.4%), la neumonia asociada con la
ventilacién mecanica (17.9%), la infeccion del sitio quirurgico (10.3%) y la infeccidn
de vias urinarias (6.8%). En este mismo estudio, los servicios con mayores
aislamientos fueron las areas de cuidados intensivos tanto neonatal como
pediatrica [3]. Igualmente mencionado en un estudio realizado por Garcia y
colaboradores en la unidad de cuidados intensivos neonatales de nuestra unidad,
se observd que las infecciones nosocomiales mas frecuentes fueron bacteriemia
relacionada con la colonizacion del catéter venoso central (35.5%) y la sepsis
(28.8%). Ademas, Ilos microorganismos mas prevalentes fueron los
Sthapylococcus coagulasa negativa (43.4%; 100% resistentes a meticilina), y
Klebsiella pneumoniae (21%; 97.3 % productoras de betalactamasas de espectro
extendido) [2]; motivo por el cual el interés de nuestra equipo por estudiar a este

microorganismo Gram negativo y el porcentaje de BLEE positivas de nuestras
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cepas siendo 62.5%, similar a lo encontrado en un estudio multicéntrico de
infecciones nosocomiales urinarias y sanguineas, en donde la frecuencia de K.
pneumoniae fue de 65% (Alcantar D y cols, Gonzalez-Vértiz, y cols).

En cuanto a factores de virulencia, las cepas de K. pneumoniae productoras
de BLEE tienen fuerte impacto en el patron de morbi-mortalidad y en los costos de
hospitalizacion; ya que ademas se ha visto que la prevalencia mas elevada de K.
pneumoniae productora de BLEE a nivel mundial ha sido observada en América
Latina y en México K. pneumoniae productora de BLEE ha sido mayormente
reportado por ocasionar epidemias en unidades de cuidados intensivos neonatales
como fue descrito por Mosqueda-Gomez y colaboradores; por lo tanto, es
necesario una estricta implementacién de medidas como el protocolo de lavado de
manos, adecuadas técnicas de manejo de dispositivos médicos y el uso adecuado
de antibidticos.

En cuanto al resto de los factores de virulencia, hubo formacion de
biopelicula y alta adherencia a células epiteliales en la totalidad de las cepas
estudiadas, presentando mucoviscosidad en el 75% de ellas, y solo
encontrandose una cepa resistente a la fagocitosis. Es interesante que dicha cepa
fue resistente a la fagocitosis, la cual correlaciond con la mayor mucoviscosidad,
ademas de presentar formacion de biopelicula y adherencia a células epiteliales
en menor grado, no siendo multirresistente y BLEE+. Con respecto a las
caracteristicas clinicas, este paciente presentd una sepsis grave, llegando
posteriormente a la recuperacion sin otra complicacion.

De los pacientes estudiados dos llegaron a la muerte a causa de choque séptico.
El primero de ellos fue de sexo masculino con un afio de edad y con sindrome de
Goldenhart, coagulacién intravascular diseminada, encontrandose en UTIP con
aislamiento secundario a choque séptico secundario a peritonitis por perforacion
intestinal, portador de CVC y VMA, sin NPT y sin antibioticoterapia previa. En
términos de factores de virulencia fue buen productor de biopelicula, mucoviscosa,
adherente y fagocitada facilmente, no fue multirresistente y BLEE+. Esto nos
muestra presencia de tres de los factores de virulencia y presencia de factores de

riesgo importantes, como lo son la presencia de catéter venosos central y
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ventilacion mecanica asistida; sin haber tenido antibioticoterapia previa, por lo cual
probablemente no era multirresistente y si era BLEE+. El segundo masculino con
un afo de vida con sindrome de intestino corto secundario a atresia Intestinal llIA,
proveniente de su domicilio con aislamiento secundario a choque séptico
secundario a K. pneumoniae y E. faecalis probablemente relacionada a
colonizacion de CVC permanente y neumonia, con NPT y antibioticoterapia previa,
sin VMA; en factores de virulencia fue buena productora de biopelicula,
mucoviscosa, adherente y fagocitada facilmente, no fue multirresistente y BLEE-.
Este paciente contando de la misma manera con tres de los cuatro factores de
virulencia estudiados y con presencia de factores de riesgo CVC permanente,
nutricion parenteral y antibioticoterapia previa, lo cual lo hace mas susceptible a
infecciones y mas aun con presencia de otro microorganismo ademas del
estudiado, lo cual pudo haber influido en dicho desenlace.

Llama la atencion la sensibilidad de todas las cepas a los carbapenémicos,
tigercilina y ureidopenicilina y en su mayoria también a las fluoroquinolonas, y la
incrementada resistencia de ampicilina y cefalosporinas, coincidiendo ademas
estas cepas con la produccion de BLEE. Este resultado coincide con lo
encontrado por Garcia y colaboradores en donde la mayoria de las cepas de K.
pneumoniae fueron sensibles a carbapenémicos, quinolonas y piperacilina-
tazobactam y resistentes al 100% a ampicilina y en 93.7% a cefotaxima.

Es importante al contar con los aislamientos de K. pneumoniae evaluar si el
paciente cuenta con el tratamiento antibidtico adecuado para evitar resistencias.
Asimismo al ser BLEE+ indicar el tratamiento 6ptimo, ya que el tratamiento
antibiotico inicial en pacientes con bacteriemia por cepas de K. pneumoniae
productoras de BLEE se considera el principal factor de riesgo para aumento en

mortalidad.
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CONCLUSION

Las cepas estudiadas de Klebsiella pneumoniae presentaron en su mayoria todos
los factores de virulencia, los cuales hacen que la misma sea un patdégeno
relevante en las infecciones nosocomiales y pueda llegar a tener un incremento en
la morbi-mortalidad de los pacientes con dicha bacteria, y mas aun en las que son
productoras de BLEE. Asi mismo es importante el hecho de la presencia de un
dispositivo externo (CVC) en todos los aislamientos de esta bacteria, lo cual nos
lleva a observar la gran importancia del manejo y cuidado de dichos dispositivos.
Este es el primer estudio descriptivo de las caracteristicas clinicas y moleculares
de aislados de hemocultivos de K. pneumoniae en pacientes pediatricos en

nuestro pais.
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ANEXO 1
FORMATO DE RECOLECCION DE DATOS

No.de muestra

Fecha de aislamiento
Fecha de nacimiento / / Edad Sexo

Patologia de base

Factores del paciente
1. Unidad donde se encontraba el paciente
a. UTIP
b. UCIN
c. Hospitalizacion Piso de Pediatria

d. Admision continua

2. Uso de catéter central Si[] Nol[]
3. Ventilacion mecanica Si[] No[] Duracién dias
4. Nutricion parenteral Si[] No[]
5. Uso de antibioticos previos Si[ ] No| ]
¢.,Cuales?
Desenlace
6. Fallece Si[ ] No[]

Factores de virulencia
7. Formacion de biopelicula

8. Mucoviscosidad

9. Adherencia a células epiteliales

10.Evaluacién de la fagocitosis

Resistencia

BLEE
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