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RESUMEN 

Se estudiaron 114 cepas de Klebsiella ozaenae distribuidas 

en tres grupos: I > 20 cepas caL1santes de un brote de infec::­

ci ón nosoc::omi al; I I) 31 cepas aislad as del medio ambiente 

hospitalario y 111) 63 cepas provenientes de niNos sanos de 

la comunidad.· 

Se utilí2aron 5 marcadores microbiológicos: 

1) Determinación de Biatipo o Biavar, susceptibilidad a : 

2> Antimicrabianos, 3) Metales pesados y 4> Bacteriocinas, 

asi como 5) Perfil de Material Extracromosomal. 

Fue posible caracteri·2.:1r a las cepas de 

Klebsiella ozaenae causantes del brote de infección nosocg 

mial y distinguirlas de las pertenecientes a los otros dos 

Grupos, con 1 a e>:cepci ón de 2 cepas del ambiente hospital a­

rio que compartian características fenotípicas con las del 

brote y que pudieran ser consecuencia de la diseminación de 

éstas en el hospital. Los marcadores de mayor llti lid.:~d para 

el estudio de estas cepas fueron: Patrón de susceptibilidad 

a Antimic::robianos, identificación del Biotipo y descripción 

del Material Extracromosomal. 

La·aplic::ación de la Teorfa de Descriptores Míni­

mos en un sistema computarizado, permitió clasificar 

<Brenner) 543 cepas de la Tribu t~lebsiellae y proponer la u­

tilidad de 14 sustratos bioqLlimic:os para una identificación 

adecuada. 
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ANTECEDENTES 

Infección nosocomi al, es aqL1el la que ocurre en Ltn paciente 

hospitalizado y cuyo periodo de incubación se inicia dentro 

del hospital. En los casos en que este periodo no es bien CQ 

nocido o el microorganismo no puede ser aislado, se conside­

ra como tal, 'aquella que se inició despL1és de 72 horas de 

hospitalización. Por sL1 origen estas infecciones se clasifi­

can en: endógena, ·cuando el agente causal proví ene de la fl Q 

ra normal del mismo paciente y e>iógen•r, la que se adquiere 

del ambiente hospitalario, ya sea que provenga del personal 

que labor<1 en la institución o bien del medio ¿1mbiente del 

nosocomio ( 10, 123). 

En los Estados Unidos apro>:i madamente un 5. 5 Y. 

de los pacientes hospitalizados adquieren una infección nos¡;¡ 

comial y esta frecuencia, combinada con el nl'.tmero de pacien­

tes admitidos anual mente da apr0>: i madamente 2 mi 11 ones de í o 

fecciones nosocomia~es (7, 114-123), 

El tipo de pacientes ,que se colonizan y adquieren 

una infección intrahospitalaria, frecuentemente son enfermos 

que han sufrido manipulaciones· quirúrgicas de "alto riesgo" 

o son pacientes inmunocomprometidos que han estado bajo 

tratamientos prolongados con inmunosL1presores, con quimio­

terapia persistente o sometidos por tiempo prolongado a la 

acción de antimicrobianos. Los microorganismos que colonizan 

a estos enfermos provienen la mayor parte de las veces de la 

flora endógena, qL1e debido a la presión selectiva a la que 

.· 
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se ven sujetos por la terapia Lttilizada, frecuentemente son 

resistentes a ml'.tltiples antimicrobianos, metales pesados y 

algunas substancias qLtimioterápicas. Los pacientes se colon;!_ 

zan por alguna puerta de entrada como la piel, faringe po§ 

terior o intestino (1-59, 114~133, 144). 

Los gérmenes involucrados en bacter-emias nosoco­

miales son principalmente bacilos·gram negativos de la Fami 

lia Enterobacteriaceae y Pseudomonadaceae y en segundo lugar 

gérmenes gram positivos (1-59, 114-133, 136, 141, 163), Las 

enterobacteri as que con mayor frecuencia se asocian a i nfec­

ci ones nosocomi.ales son géneros de la TribLt Klebsiellae (1-

59, 114-133, 135, 163) y Escherichia coli <152-154, 161, 

162>, con indices de letalidad apro>:imada de 25 a 5(1 Y., 

lo et.tal revela la gravedad del problema (113-134, 163), y en 

ocasiones puede relacionarse con la diseminación de factores 

R dentro del hospital 1114-133, 141, 150, 1631. 

La Familia Enterobacteriaceée esta constituida 

por bacilos gram negativos <94-111), aerobios facultativos, 

esporulados, que crecen 

el manual de Bergey 

bien en 

<1051 se 

medios 

define 

artificiales. En 

a la Familia 

Eriterobacteriaceae como: bacilos gram negativos cL1yo conten! 

do de GLtanina + Citosina en ácido desoxirribonucleico IADNI 

es de 38 a 6(1 Y.. KaL1ffman (94-96) trabajó con 1 as enterobac­

teri as y propuso una clasificación ta>:onómic:a qLte se funda­

menta en el estudio de "grupos relacionados con serobiofago­

tipos en los que la ser-olog:!a o los serovares constitL1yen el 
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criterio t;rnonómico". Ewing y Edwards (97-99 ) basaron su 

clasificación en el análisis diferencial de pruebas morfoló­

gicas y bioquímicas, modificada posteriormente por Brenner 

( 100-104, 108, 109) quien propuso cambios apoyado ·en estu­

dios de hibridil:ación de ADN. 

La incorporación de nueva tecnología y la aplicª 

ción de conocimientos en biología ºmolecular, como estudios 

de hibridización de ADN, patrones de susceptibilidad a anti­

microbianos, sensibilidad a metales p.esados, producción de 

bacteriocinas, patrón lítico y la introducción del análisis 

computarizado aplicado en gran número de géneros y especies 

(99-111), ha permitido mejorar el conocimiento de diversos 

grupos microbianos, de tal forma que 1 a formación de Bi ogru­

pos, Biovares, Fagovares y Serovares (111> se ha visto aumen 

tada considerablemente si se compara con lo que se tenia re­

portado hasta hace algunos al'fos (99-111). De 11 géneros y 26 

especies que se tenían en 1972, se ha aLHnentado a 22 géneros 

y a más de 100 especies < 158). 

Farmer y colaboradores propusieron (109> cambios 

ta>1onómicos basados en estudios de genética, biología 

molecular, bioquímica y análisis computarizado. Esta última 

clasificación aún no es validada por el International Jour­

nal of Systematic Bacteriology; sin embargo, en la novena 

edición del Manual de Bergey (1(15) se hace mención de espe­

cies como Enterobacter taylorae, Escherichia fergusonii, que 

han sido reportadas como agentes causales en casos clinj 
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cos ( 11 o, 111> • 

Actual mente, todos 1 os hospi t¿\l es deben contar 

con un Comité de Control de Infecciones Nosocomiales y entre 

sus funciones se encuentra el de detectar, vigilar y fijar 

normas para su control 1115; 142-145). Para el estudio de 

los brotes de, infección hospitalaria se utiliz<m diferentes 

marcadores qL1e puedan ayL1dar a diferenciar las poblaciones 

microbianas involucradas en este tipo d~·padecimientos. El 

patrón de susceptibilidad antimic:robiana se utiliza con ma­

yor frecuencia como marcador epidemiológico y con esta base 

existe la tendencia a agrupar la' información de las cepas 

multirresitentes por grupos de antimicrobianos <113-134 1 

142-145). Cuando se analizan los patrones de plasmidos y se 

trata de establecer una correlación con el patrón de suscep­

tibilidad antimicrobiana, en ocasiones puede observase una 

similitud en los patrones dados por los antibiogramas de la 

misma especie o serogrupos y el patrón plasm:!dico. La resis­

tencia mostrada por los microorganismos no está codificada 

exclusivamente en el material entracromosomal, puede ser 

cromosómica y puede S!?r consecuencia de diferentes mecanis­

mos genéticos o bioquimicos de e>tpresión que ciaran la varia­

ción fenotípica de cada patrón (113-134). Los estudios de 

electroforesis de ADN, aplicados como marcadores epidemioló­

gí cos, asi como el estudio del m<1teri al entracromosomal pue­

den proporcionar datos de gran utilidad en sitL1aciones epid~ 

micas (113-125,· 128-133). 
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Los patógenos que muestren patrones de resisten­

c:i a antimicrobiana idénticos pueden ser diferentes en los P5l 

trenes de electroforesis de ADN y de material i;rntracromoso­

mal o de otras cepas de la misma especie y no estar necesa­

riamente relacionados con el brote o infección que motivó el 

estudio, por ·lo que seria necesario realizar estudios de hi­

bridización de ADN con fragmentos de bases (genes) que pue­

den codificar par~ un fenotipo de reconocimiento (113-125, 

152, 153, 160, 161>. Los estudios de c:;lonación y tram;forma­

ción también pueden ser L\ti les en el estudio del origen de 

1 as cepas causantes de 1 a i nfecc:i ón nosocomi al. 

La cepa portadora de la resist~ncia antimicrobi? 

na, debe diferenciarse de la marca cromosoma!, plasmidica o 

de ambas (113-123, 130, 132, 161-163). En el medio hospita­

lario un factor R puede estabilizarse eventL1almente en una 

gran variedad de especies bacterianas, o puede permanecer d~ 

rante periodos largos en una o varias áreas del hospital y 

constituirse en una fuente importante de infección nosoco­

mial <1-10, 141-148). 

El estudio de los microorganismos qL1e Ocasionan 

infecciones nosocomiales se lleva a cabo de diferentes for-

mas: 

1) Clinico-Epidemiológico. En los brotes o casos aislados de 

infecciones nosocomiales, en el que los agentes causales ha­

bitualmente son resistentes a multiples antimicrobianos, se 

analizan los !dices de morbilidad y letalidad, las diferen-
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tes localizaciones infecciosas y las complicaciones que habi 

tualrnente son múltiples o con tasas elevadas ( 113-123, 130, 

134, 140-147, 163). Algunas infecciones nosocomiales son cay 

sadas por microorganismos del· ambiente hospitalario que colg 

nizan a los pacientes, teniendo en ocasiones la posibilidad 

de establecer un origen cornL\n. El estudio de casos y testi­

gos o el estudio longit~dinal de los pacientes de alto ries­

go, asi como los sistemas de vigilancia epidemiológica, per­

miten la identificación temprana de los brotes de infección 

y la información inicial que sugiere el origen e>:ógeno o en­

dógeno de las cepas causantes del problema <113-133, 137, 

140-149·, 163). 

2> Tipificación e Identificación de Marcadores. Los sistemas 

actuales de tipificación de los organismos involucrados en 

este tipo de padecimientos no son de fácil acceso a los labg 

ratorios clinicos, ya que estos vario:\Ti en grado de complej!_ 

dad, requieren contar con personal capacitado, asi corno con 

equipo apropiado para el desarrollo de estas técnicas. 

2a> Biotipo o Biovares. El uso de algunas características 

bioquímicas para identificar subgrupos de bacterias tanto a§ 

roblas como anaerobias, combinado con los patrones de susce[! 

tibilidad antimicrobiana usadas en los laboratorios clíni­

cos, permite formar grupos afines, que en ocasiones ayuda a 

1 a di scri mi nación de 1 os microorganismos involucrados (34, 

153-155). En caso contrario, es necesario incluir tanto 
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pruebas bioquímicas adicionales como un número cada vez ma­

yor de pruebas de antimicrobianos. 

2b) Susceptibilidad Antimicrobiana. Es una prueba in vitYo 

que mide la capacidad de un microorganismo para sobrevivir a 

la acción de agentes farmacológicos <i.e., antimicrobianos> 

.usualmente empleados en la terapeutica médica. La resisten­

cia clínicamente signifi~ativa está mediada por material g~­

nético e>ttracromosomal llamado plasmido, se encuentra tam­

bién codificada en cromosoma o en unidades discretas de ADN 

que tienen la propiedad de transponerse a otras moléculas de 

écido deso>tirribonucleico <Tn> ,. con lo que el grado de re­

sistencia entre cepas bacterianas se ve incrementada notabl§ 

mente. 

2c) Susceptibilidad a Metales Pesados. La resistencia mostrª 

da a metales pesados se asocia a factores R (e.g., B-lactamª 

sa, Cu> o a transposones <Tn10, Hg>. E>:isten diversas espe­

cies bacte1·ianas que tienen tipos característicos de plasmi­

.dos que se pueden transferir a otras especies bacterianas 

por conjugación. 

La resistencia a antimicrobianos y metales pesa­

dos es una respuesta a la presión selectiva de las sustan­

cias utilizadas en el medio ambiente hospitalario; su origen 

plasmfdico o cromosómico pL1ede diferenciarse por pruebas ge­

néticas y bioquímicas !113-13.3). Los resultados deben repor­

tarse al clinico en la forma más simple posible, ya que alg~ 
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nos microorganismos se diferencian en grados relativos de 

susceptibilidad o resistencia antimicrobiana. El Comité de 

Antimicrobianos del nosocomio debe elegir la forma de repoc 

te y el manejo de la información recabada (128-130,132, 134, 

140, 150>, para su mejor utilización clínica. 

· 2d) Fagotipia (determinación de fagotipos o fagovares). Es 

un marcador para un nt'.1mero 1 imitado de bacterias. El fenóme-

no básico está dado por: 

1> At'1q~1e del fago a la superficie bacteriana 

2) Entrada del fago a la bacteria. 

3) Multiplicación ·del fago en la bac(eria (para lo cual uti-

liza el material genético de la célula infectada). 

4) Lisis de la célula bacteriana. 

La fagotipia está basada en la propiedad lítica 

de los fagos; el fenotipo de reconocimiento es la formación 

de placas (34, 62 1 134 1 139). 

2e) Serotipos o Serovares. Determina la variación natural 

de moléculas . inmunogéncas de la superficie de los micrQ 

organismos. En est.a. técnica se efectl.'.ta una reacción especí f i 

ca ant:lgeno-antícuerpo. La determinación del serotipo o serg 

var es una de las propiedades más estables; .sin embargo, és-

ta se puede modificar por la presencia de fagos y plasmi-

dos (27, 34, 134). 

2f) Patrón de Bacteriocinas. Este método está limitado a 
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cierto tipo de bacterias: E. coli, Klebsiella sp., 

Enterobacter sp •. Las bacteriocinas est6n formadas por un 

complejo proteinico: cloacina (59,293 di, proteína inmune 

(9,974 di y proteína H <5,200."dl. La cloacin¿1 y proteína in­

mune forman un complejo equimolecular (34J. 

Las bacteriocinas son sintetizadas por t:1lgunas 

bacterias y tienen la propiedad de destruir o inhibir a o­

tras cepas bacterianas q~e pueden ser de la misma o diferen­

te especie. Estas.pruebas requieren controles adecuados, u'!:i 

lizan.una gran variedad de patrones y no e>:iste uniformidad 

en cuanto a como reportarlo. Se pueden utilizar sistemas mn§ 

motécnicos, diferentes combinaciones de sensible o resisten­

te, asi como la combinación con otros métodos, como fagoti­

pia (14, 34, 57, 60-93, 1391. 

2Q> Otro·s métodos de tipificación: Patrón de plasmidos 

(113-133, 140-145, 150, 152, 163>; homología de ácidos nu-

cléicos <112>; producción de enzimas <65, 75, 126, 127 1 136, 

163>; proteínas marcadas: beta lactamasa, fosfolipasa A, prg 

teina responsable de la adhesividad C127; 128, 134, 162-164). 

Su utilidad depende. del brote motivo del estudio, as:! como 

·de la iiltegrac:ión e interpretación adecuada de los resLtlta­

dos <B, 123, 134>, 

Los mic:roorganismos que se enc:uentran como agen­

tes causal es de i nf ecc: i enes nosocomi al.es son motivo de estu­

dio para genetistas y biólogos moleÍ::ulares. Uno de los obje·­

tivos es el de probar que los organismos causantes de este 
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tipo de padecimientos son semejantes a. los encontrados en el 

ambiente hospitalario o que provienen del mismo paciente. 

Teorf a de Descriptores Mínimos de Ruf z-ShÜloper 

Diversos géneros y especies de la familia 

Enterobacteriaceae están involucra~os como agentes causales 

de múltiples padecimientos infecciosos. Es práctica común en 

la mayoría de los laboratorios de bacteriología, efectuar u­

na serie de pruebas con .~l propósito de identificar un~ cepa 

particular de bacterias según alguna ~lasificación existente 

<Brenner, 104>; sin embargo, a la fecha no e>:isten criterios 

uniformes para determinar con e>:acti tud el grado de importan 

ci a relativa de cada tina de 1 as pruebas que se efectúa y po-· 

der establecer un número mínimo confiable de pruebas bioquí­

micas a realizar. 

En este trabajo proponemos la metodología descr~ 

ta por Rufz-Shl.iloper, que da como rest1ltado la ordenación de 

las pruebas bioqt1imicas en una escala relativa de importan­

cia. Se utiliza para ello la teoria de descriptores ~inimos, 

en la que un descriptor es un conjunto de pruebas que manti§ 

ne inequívoca la distinción entre cepas particulares, y un 

descriptor mínimo es aquel que describe sin ambiguedad las 

cepas estudiadas. El peso informativo p tendrá valores entre 

1 y O; 1 as cepas que tengan un valor de p= 1 son pruebas in­

di spensabl es para la descripción correcta del conjunto de C§ 
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pas, por el contrario, cuando p = O se pueden eliminar estas 

pruebas sin temor a llegar a clasificar incorrectamente. La 

escala de valores entre 1 y O refleja la importancia relati­

va de cada una de las pruebas· bioquímicas aplicadas. 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: 

En el Hospital de Pediatría del Centro ~édico Nª 

cio~al, Instituto Mexicano del Seguro Social, durante el pe­

riodo 1981-1985, de 66,000 egresos: 5,271 pacientes presen­

taron infección intrahospitalaria, con una tasa promedio de 

8 infecciones por.cada 100 egresos. ·Predominaron 4 diferen­

tes tipos de infecciones: vías respiratorias, gastrointes­

tinales, heridas quirúrgicas y bacteremias. Los microorgani§ 

mos más frecuentemente ai sl.ados como agentes causal es fueron 

enterobacterias: E. coli y Klebsiella sp., así como cocos 

gram positivos: Staphylococcus 

coagulasa negativa (10). 

aureus y Staphylococcus 

Debido a la alta incidencia de infecciones intrª 

hospitalarias causadas por géneros de la Tribu Klebsiellae 

en el Hospital de Pediatria,·CMN. IMSS, fue necesario esta­

blecer métodos de tipificación bacteriana que permitiesen 

identificar y diferenciar a las poblaciones microbianas invg 

lucradas como agentes causales de estas infecciones, así co­

mo de los gérmenes que colonizan el medio hospitalario. 
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OBJETIVOS: 

I> Evaluar la utilidad de cinco diferentes métodos de tipi­

ficación: 

1) Determinación del Biotipo o Biovar 

2> Susceptibi-1 idad Antimicrobianos 

3) Susceptibilidad a Metales pesados 

4> Susceptibilida~ a Klebocinas 

5) Patrón de Material Genético Extracr.omosomal 

Para diferenciar las poblaciones microbianas involucradas en 

un brote de infección nosocomial ·causada por faebsiella 

ozaer1ae. 

ll) Utilizar la Teoría de Descriptores Mínimos de Ruíz­

ShUloper en un sistema computarizado, para evaluar el peso 

relativo de 1 as pruebas bi oquí micas propuestas por Brenner, 

Farmer, y Hicl:man en 1977 y establecer Ltn nt'.1mero mínimo con­

fiable de pruebas bioqufmicas para la identificación de la 

Tribu Klebsiellae. 

HIPOTESIS1 

1> De los cinco marcadores epide~iológicos utilizados, la 

descripción de la presencia o ausencia de material e>:­

tracromosOmico de las cepag de Klebsiella ozaenae, proporcig 

narA la información más confiable para diferenciar a las po-
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blaciones microbianas involucradas como agentes etiológicos 

en este brote de infección nosocomial. 

2> La aplicación de la Teoria de Descriptores Minimos de 

Rufz-Shllloper permitirá establecer el peso relativo de las 

diferentes pruebas bioquímicas y determinar el número mínimo 

de pruebas ótiles confiables, para.una identificación bioqui 

mica microbiana a~ecuada. 

MATERIAL V METODOS: 

pescripci6n del brote epidémico. La frecuencia de infeccio­

nes intrahospitalarias del Hospital de Pediatria de CMN, 

IMSS; se vi6 incrementada debido a Lln brote qL1e ocurrió du­

rante los meses de marzo a septiembre de 1983 en la sala de 

Neonatologia, causado por t;Jebsiella ozaenae. El servicio 

de Neonatalogia estaba dividido en cuatró secciones: 

1 > Terapia Intensiva Sección lnf ectados. Ocupada por neona­

tos hospitalizados por procesos infecciosos graves. 

2) Terapia Intensiva Sección no Infectados. En esta sección 

se encontraban pacientes con patología pulmonar, cardiova§ 

cular y neurológica de etiología no infecciosa. 

3> Incubadoras. Recién nacidos pretérmino sin patología. 

4) Cunas. Pacientes egresados de cualquiera de las secciones 
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descritas anteriormente, estos pacientes se mantenian hospi­

talizados de 24 a 48 horas previas a su alta hospitalaria. 

El 80 X < 20 / 25 pacientes> adquirieron la ia 

fección al ser colonizados por Klebsiella ozaenae y estuvie­

ron localizados sólo en la segunda sección de la sala; es dg 

cir, que eran pacientes hospitalizados con procesos no infeG 

ciosos. 

Cepas de Klebsiella ozaenae estudiadas. Se c~studiaron un tQ 

tal de 114 cepas de Klebsiella ozaenae, las cuales de acuec 

do a su procedencia se clasificaron en tres grupos: 

Grupo I. Brote epidémico: 18 cepas aisladas de hemocultivo y 

2 cepas de l 1quido cefalorraqLlideo. 

Grupo II. 31 cepas aisladas del medio ambiente hospitalario 

<provenlan de manos, ropa, del personal. médico, paramédico y 

superficies de objetos inanimados> que no pertenecían a la 

sala de Neonatologta. 

Grupo III: 63 cepas: 30 correspondieron a aislamientos de cg 

procul ti vos de ni l'los sanos de una población preescolar del 

Sur de la ciudad de Mé>: i co y las 33 restantes proven:r an de 

nil'los sanos de una comunidad rural de Cadereyta, Qro. 

Las 114 cepas de Klebsiella ozaenae se estudia­

ron al mismo tiempo utilizando 5 parámetros para nuestro prl 

.111er objetivo: Determinación de BioUpo, Susceptibilidad a : 

Antimicrobianos, Metales Pesados y Bacteriocinas, asi como 
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Patrón de Material Extracromosomal. 

1> Determinación del Biotipo o Biovar: Todas las cepas se 

resembrariJn en: agar Mac Conckey, agar F Tergi tal , se i ncubª 

ron a 37º C par 18-24 horas, se corroboró morfología colo­

nial, se hicieron las mismas pruebas bioquímicas que se uti­

lizan en el laboratorio clínico para validar o na su identi­

ficación primaria. Una vez confirmada su identificación, las 

cepas bacterianas se crecieron en caldo infusión cerebra-cg 

razón por una noche a 37°C, se hicieron 2 diluciones seria­

das para tener una concentración bacteriana de 3 >: 10~Unidª 

des Formadoras de Cal oni as <UFC> / mi, esta suspensión di 1L1:!­

da se utilizó cama inócula en todas las pruebas bioquímicas. 

Las pruebas ~e Inda!, Movilidad y Acida Sulfhídrico (media 

de SIM> se realizaron' por picadura y se incubó a 37º C por 

18-24 horas. Las sustratos por probar (liquidas) una vez es­

tériles se depositaron en micraplacas estériles de poliesti­

rena, teniendo por poza un valumen variable de 250-300 pl. 

Las micraplacas con los sustratos por probar se inocularon 

con 10 ul de la suspensión bacteriana diluida; una vez inacy 

ladas se cubrieron con una envoltura transparente estéril 

(cuando se requirió de un ·medio reducida, el sustrato se cu­

brí~ con aceite mineral estéril) se incubaron a 37ºC por el 

tiempo requerido para la prueba. La adición de las reacti­

vos, asi coma la lectura e interpretación de las pruebas se 

hizo de acuerda al criterio establecido· para todos las sus-
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tratos (97-111 1 155). 

2) Susceptibilidad a Anticrobianos. El método utilizado fue 

el de dilución seriada en pla~a (159, 160). Los antimicrobi9 

nos utilizados y el valor de corte fueron: 

A N T I M I C R O B I A N O 

Ampici l ina 
Carbenicilina 
Cefotaxima 
Estreptomicina 
Kanamicina 
Gentamicina 
Sulfadiazina 
Trimetopr i m-Sul f amete>:azol 
Furazolidona 
Cloramfenicol 
Tetraciclina 

-AM 
-CB 
-CE 
-SM 
-KM 
-GM 
-SA 
-TMP/SMZ 
-F 
-CM 
-TC 

CONCENTRACIDN 
VALOR DE CORTE 

µg/ml 

32 
128 

4 
30 
2(1 

16 
4(1 

1. 6/32 
1 

16 
4 

Las placas preparadas con el antimicrobiano se 

inocularon con el replicador de Steers, la concentración ba~ 

teriana inoculada fue de 3 >: 10 3 UFC/ml, las placas se .incu-

baron a 37 C por 18-24 horas. Se determinó el grado de sus-

.ceptibil idad o resistencia del gérmen por presenció• <resi s-

tente) o ausencia (susceptibilidad) del crecimiento bacteriª 

no en la placa del antimicrobiano por probar. 

3) Su&ceptibilidad a Metales Pesados. Se utilizó el método 

de dilución en placa; las sales utilizadas y las concentra-

cienes fueron: 
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METAL PESADO 

ClorL1rc:i férrico 
Nitrato de plata 
ClorL1ro mercúrico 
SL1lfato de cobre 
Nitrato de cobalto 
Acetato de plomo 
Cromato de potasio 
SLll fato de cine 
Cloruro de litio 
Arseniato de sodio 

i·· 
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- Fe 
- Ag 
- Hg 
- CLI 
- Co 
- Pb 

Cr 
Zn 

- Li 
- As 

CONCENTRACION 
VALOR DE CORTE 

µg/ ml 

1,600 
128 

10 
1'600 

16 
3,200 
1,600 
1,600 
1,600 

12,800 

Una vez preparadas las soluciones de los metales 

pesados se esterilizaron por filtración, se.aNadieron al me-

dio ~e ag'ar ML!e~ ler-Hinton, se inocLll aron con una concentra­

ción bacteriana de 3 x 10;UFC/ml, in~L1bándose a 37°C por 18-

24 horas. La lectura e interpretación se hizo en base a la 

presencia <resistente) o aL~sencia (sL1sceptible) de crecimien 

to bacteriano en la placa del metal pesado por probar <52). 

4> Susceptibilidad a Bacteriocinas. El método utilizado fue 

el descrito por Buffenmayer (72>. Las cepas productoras fL1e-

ron donadas por el Dr. S. Slopek del Institute of ImmLlnology 

and Experimental Therapy Polish Academy of Sciences, Poland, 

C77> a la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas, se descrL 

ben por los siguientes números y letras: 114, 902, L4, K6, 

033, D40 1 823 y 525, así como la cepa indicadora 9C la cLlal 

es sensible a las 8 cepas prodL1ctoras, se Lltiliza en la tity 

lación de éstas y como testigo positivo de tipificación. La 

cepa problema se inoculó en 2 ml de caldo nutritivo y se in-

cub6 a 37°C por 6 horas. De este cultivo se sembró con un a-
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plicador en forma masiva en agar nutritivo al 2 X, se adicig 

naron 25 µl de cada uno de los extractos de klebocinas de la 

dilución inhibitoria que se obtuvo en la titulación de estas 

bacteriocinas (las cepas pro~uctoras tuvieron un titulo de 

1: 256, excepto para 033 que tt1vo Ltn titulo con un r:ango de 

'1:4 a 1:128) incubándose a 22~c durante la noche. La lectura 

de las placas se hizo de acuerdo al criterio de Farmer (641. 

Los e>: tractos de 1(1 eboci nas de 1 as cepas productoras se agry 

paren en pares: 114-902, L4-1<6, 033-040 y 823-525. A la sen­

sibilidad del crecimiento de la cepa problema por los dos eü 

tractos se les asignó el número 1; a la sensibilidad al pri­

mer e>:tracto y resistencia al segundo se le dió el número 2; 

la resistencia al primero y sensibilidad al segundo se le a­

signó el número 3, la resistencia a los dos e>:tractos el nú­

mero 4, se asignó de esta forma un tipo klebocinico descrito 

por 4 dígitos. Ejemplo: 

Extracto klebocfnico: 114-902 L4-K6 033-040 823-525 

Cepa problema 

Tipo Kleboc1nico 

s-s R-R 

4 

R-S 

3 

5) Patrón de Material Genético E>:tracromosomal. 

utilizado fue el de lisis alcalina (166). 

S-R 

2 

El método 

Descripción del método: La cepa problema se conservó en me-

dio de Oorset; se tomó una asada, se inoculó en una placa de 

agar Luria 1 y se incubó por 18 a 24· horas a 37 e; del creci­

miento obtenido se sembró una sol.:1 colonia en 5 mi ele caldo 
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Luria, incLtbándose a 37ºC por una noche. 

Se colocaron 1.5 ml del cultivo en tubos para m! 

crocentrifuga, se centrifugó por 2 minutos, se quitó el SQ 

brenadante dejando el paquete celular lo más seco posible; 

se resuspendió el paqL1ete celular. Se af'ladieron 100 1..11 de la 

solLtción 1; se dejó a temperatura ambiente por 5 minLttos, 

transcurrido este tiempo se· af'ladieron 200 J..ll de la solLtción 

2 recientemente preparada. Se mezcló el tubo en forma inver­

tida de 2 a 3 veces. Se dejó el tubo en hielo por 5 minLttos; 

se agregaron 150 µl de la sril Ltci ón 3, agitan do suavemente en 

posición invertida durante 10 segundos. Una vez terminado el 

proceso descrito, se mantLtvi eron en hiel o durante 5 minutos 

a 4°C. 
0

Posteriormente se centrifugó durante 5 mim1tos a 4°C; 

trarisfiriendo el sobrenadante a un tubo limpio, af'fadiendo VQ 

lumenes iguales de una mezcla fenol-cl oroformo. Se mezcló 

con agitador mecánico; centrifugando por 2 minutos; se pasó 

el sobrenadante a otro tubo. Se agregaron 2 vol Limenes de etf\ 

nol absoluto a temperatLtra ambiente. Mezclando con agitador 

mecánico y se dejó a temperatura ambiente por 2 minutos. Se 

centrifugó por 5 minutos a temperatura ambiente; qui tan do el 

sobrenadante y dejando el tubo en posición invertida sobre 

una·toalla de papel hasta la evaporación del alcohol remanen 

te; se af'fadió Ltn ml de etanol al 70 X, agitando suavemente, 

' centrifugando nuevamente. El precipitado se dejó lo más seco 

, posible. Se af'ladieron 50 µl de una solución amortiguadora de 

Tris pH B.O y 10 µl de azul de bromofenol en gllcerol al 5 X 
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(p/vl. Una vez obtenido y purificado el ADN de los lisa-

dos bacterianos, se deposi tciron 20 ;..11 de 1 a mLtestra por ana-

!izar en Ltn gel de agarosa al 1 f. en una solllción amortigua-

dora de acetatos a pH 8.15, se corrió en una cámara de elec-

troforesis vertical a 60-70 V por 2 a 3 horas, se tiNó con 

bromuro de etidio al 0.0001 f. , observándose con un transily 

minador de luz ultravioleta. Se usaron como plasmidos de re-

ferencia: 

PLASMIDO VECTOR PESO MOLECULAR 
11Da 

pRSD1 E. coli C600 3(1,000 

pEWD299 E. coli C600 5.2 

Para el segundo objetivo, el de la aplicación 

del método de Rlliz-Shttloper, a fin de establecer un nt.'.tmero 

mínimo de pruebas bioquímicas para la identificación de los 

géneros y especies de la Tribu Klebsiellae QLte son los que 

con mayor frecuencia se aislan c:omc1 prodúctos biológicos de 

los pacientes hospitalizados así como al hecho de estar colQ 

nizando el medio ambiente hospí;talario, se estudiaron 653 c~ 

pas de Enterobacterias. 

Se tuvieron en consideración los lineamientos dª 

dos por Edwards y Ewing (97-991. 

Este estudio se basó en patrones morfológ:icos y 

bioquímicos los cuales se redujeron a 34 caracteres bíoquími 

c:os que para fines prácticos se di vi di eran en i:1zl'.1cares y no 

azt.'.tcares: 
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AZUCARES 

1. *Glucosa 

2; *Lactosa 
3. Gas de glucosa 

10. Rojo de metilo 
11. Voges-Prosl:awer 

.25. *Sacarosa 
26. *Salicina 
27. *Sorbitol 
28. *Glicerol 
29. *Manito! 
30. *Ramnosa 
31. *Xilosa 
32. *Arabinosa 
33. *Celobiosa 
34. *Esculina 
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NO AZUCARES 

4. Producción de ácido 
sulfhídrico 

5. Movilidad 
6. Gelatina 
7. DNAasa 
8. Lipasa 
9. Indol 

12. Citrato de Simmons 
13. Urea de Christensen 
14. @Arginina 
15. @Lisina 
16. @Ornitina 
17. Malonato 
18. Caldo KCN <0.5 X> 
19. Cal do de t-:oser 
20. Pigmento en agar de soya tripticasa 
21. Reduce i ón de nitra tos 
22. Fenil alanina 
23. Mucato 
24. Tartrato de Jordan y Harmon 

* La determinación de la fermen·tación de glucosa, lactosa y 
gas de glucosa se hizo en el medio de agar triple azúcar, la 
fermentación para el resto de los azt.'.1cares se probo en cal do 
base rojo de fenal pH 7.4, la concentración de los azúcares 
probados fue de 0.1 r.. 
@ Base caldo de Mueller al 0.5 X del aminoácido por ¡;¡robar. 

La metodologia es igual a la descrita para la d§ 

terminación del Biotipo o Biovar en el brote de infección 

·intrahospitalaria en la sala de Neonatologia causada por 

Klebsiella oza~nae así como la lectura e interpretación de 

· 1 as pruebas < 155). 

Método de descriptores mínimos. 

Para comprender este estudio es necesario dar• 

algunas definiciones: si se consideran n cepas <C i=1 ••• n> 1 

i 
a cada una de las cuales se les somete a m pruebas <P i = 

i 



- 23 -

1 ••• m) diferentes con respuesta binaria de 1 y O, se obtiene 

una serie de columnas y renglones ~ se define una matriz T. 

Definición 1: 'A' un subconjunto de 'K' columnas <pruebas de 

la matriz T, se le llama descriptor; si las submatrices re-

sultantes de eliminar de T todas las 'K' columnas iguales, y 

deJ•r ~quellas con diferencia de una sola prueba, se tienen 

todos los renglones difere~tes. La intención de la defini-

ción es clara: un descriptor será un conjunto de pruebas que 

mantiene inequívoca la distinción entre cepas particulares. 

Definición 2: Un descriptor es mínimo si no contiene un sub-

conjunto propio, es decir, es el conjunto mínimo de pruebas 

que describe sin ambiguedad las cepas estudiadas (164). 

Definición 31 p ="peso informativo" de la prueba i, cuando 

p = 1 son pruebas indispensables; por el contrario, las ce­
i 

pas que tengan p = O son prescindibles y se pueden eliminar 
i 

sin temor. a llegar a clasificar incorrectamente. La escala 

de valores entre O y 1 refleja la importancia relativa de cª 

da una de las pruebas. 

nómero de descriptores que contiene la prueba i 
p 

nómero total de descriptores ~ínimos 

Definición de Termines utifizados en el Cuadro 10 para el m!!l 

todo estadístico. 

Sensibilidad: probabilidad de que una prueba resulte positi-

va, cuando la cepa estudiada fue K. ozaenae causante del brg 



, - 24 -

te de infección nosocomial. 

Especificidad: probabilidad de qL1e una prueba resL1lte negati. 

va, cuando la cepa estudiada·fue K. ozaenae no relacionada 

con el brote de infección nosocomial. 

·Valor predictivo positivo: probabilidad de qL1e siendo la 

prueba positiva, la cepa de K. ozaenae estudiada, estuviese 

relacionada con el brote de infección nosocomial. 

Valer predictivo negativo: probabilidad de que siendo la 

prueba negativa, la cepa de K. ozaer1ae estudiada no tuviera 

relación con el brote de infección nosocomial. 

Efi ciencia: probabilidad de que una prueba reslll te cierta, 

siendo positiva en 1 as cepas de t:. ozaeriae causantes del brg 

te de infección y negativa en las cepas de K. ozaer.ae no re­

lacionadas con el brote. 

RESULTADOS 

El origen de las cepas estudiadas de Klebsiella ozaeriae se 

muestran en el Cuadro 1 (20 cepas del brote epidémico, 31 cg 

pas del· ambiente hospitalario y 63 de nil'los sanos de comuni­

dades e>:trahospi tal arias), 

Biatipificación. 

Los resL1ltados de biotipi ficación s~ agn1paron en los cuatro 

perfiles bioqulmicos más frecuentes <Cuadro 2). El 95 l. de 
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1 as c~pas del brote epidémico fueron 1 actosa (+), Citrato de 

Simmons <+>,y lisina (-l <perfil ·.a'l; mientras que el 5 'Y. 

restante fl1e lactosa (+), Citrato de Simmons (-), y lisina 

<-> <perfil 'b'l. 

El 16.1 'l. de las cepas del hospital y el 22.4 de 

las cepas de la comunidad mostraron también perfil 'a'. El 

perfil 'b' se encontró en el 35.5 'Y. de las cepas del ambien­

te hospitalario y en el 38.1 de las cepas de la comunidad. 

El perfil bioquímico 'c' <Cuadro 2l que se cara~ 

terizó por ser lactosa (-),Citrato de Simmons <->,y lisina 

<+>,fue encontrado en un 38.7 'Y. de las cepas del hospital y 

en el 30.1 'Y. de las cepas comunitarias. El perfil bioqL\l:mico 

'd' fue lactosa (~), Citrato de Simmons (+), y lisina (+) y 

se encontró t'.mi camente en las cepas del ambiente hospital a­

rio y de la comunidad. Ninguna cepa del brote epidémico co­

rrespondió a estos dos perfiles bioqu:lmicos. 

Susceptibilidad a Antimic:robianos. 

Los patrones de resistencia múltiple más frecuentes a antimi 

c:robianos fueron 4 (Cuadro 3). Las cepas del brote epidémico 

se agruparon en dos patrones de resistencia antibiótica mL\l­

tiple <B a 1(1 antibióticosl.Solamente dos cepas del medio am 

biente hospitalario compartieron este patrón de resistencia. 

Todas las demás cepas tuvieron patrones de resistenc:ia divei::. 

sos pero a un má}:imo de cinco antibióticos diferentes. Se en, 

centró una menor frecuencia de resistencia antibiótic.a pero 

una mayor heterogeneidad en los patrones de resistencia en 
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las cepas provenientes de la comunidad extrahospitalaria. 

Susceptibilidad a Metales Pesados. 

El 100 X de las cepas del brote epidémico mostró un 

de resistencia a Fe, Pb, Zn, Li, y As <Cuadro 4). 

·trón sólo fue compartido por el 45.1 X de las cepas 

patrón 

Este pa­

del am-

biente hospitalario y ef 39.6 X de las cepas de la comunidad. 

Susceptibilidad a Klebocinas. 

El 95 X de las cepas del brote epidémico correspondieron al 

patrón 4444 (no fueron sensibles), que también se encontró 

en el 25.8 X de las cepas del ambiente hospitalario y en el 

30.1 x. de las cepas de la comunidad. Una cepa del brote epl 

démi co correspondió al patrón 1311 que sol amente se encontró 

en treE. cepás de la comunidad <Cuadro 5). 

Patrón de Material Genético E>:tracromosomal. 

En este método se Lltilizaron dos plasmidos de referencia: 

pRSD1 en E. coli <C600) con un peso molecular de 30 MDa, y 

el pEWD299 también en f. coli (C600) con un peso molecular 

de 5.2 MOa; con las distancias de migración se hizo una grá­

fica de peso molecular en función de la distancia migrada; 

al tener sólo 2 puntos se obtuvo una l'i nea recta en la que 

se hizo la extrapolación para obtener los pesos moleculares 

relativos de cada una de las cepas en los tres grupos esty 

diados. 

~llfL..1.. (Cuadro 6). Todns las cepas de 1 a población del brQ 
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te epidémico presentaron de Lino a CLlatro fragmentos de ADN. 

Los pesos moleculares relativos var·iaron de 2.3 a 30.5 MDa. 

Las cepas que presentaron el mayor nLlmero de fragmentos fue­

ron: ocho cepas tL1vieron Lln patrón ele cuatro bandas; en dos 

de éstas el patrón de bandas fLle semejante (cepas 9 y 101 

con pe_sos moleculares relativos de 15, 14, 9.5 y 2.5 MDa. 

Las 6 cepas restantes fuerqn di fer entes entre sí. 

GrL1po II (Cuadro 7). Solamente se estL1diaron 20 cepas se­

leccionadas al azar, de las 31 qLle se aislaron del medio am­

biente hospitalario. Nueve de las 20 cepas C45/.) probadas no 

presentaron bandas de material e>:tracromosomal. Ni ngLlna pre­

sentó 4 bandas de ADN y sol amente 1 a cepa 32 tuvo 3 bandas 

con pesos moleculares relativos de 23.5, 8.3 Y. 1.95 MDa. 

Las cepas restantes presentaron de Llna a dos bandas cuyos ·P§ 

sos moleculares apro>t i mados fueron de 1. 95 a 8. 3 MDa. 

Grupo I I I CCLladro 81. Sol amente se estudiaron 20 cepas se-

1 eccionadas al azar, de las 63 obtenidas de la comunidad. Da 

ce de las 20 cepas (55 /.) no presentaron bandas de material 

e>:tracromosomal. Solamente dos cepas dieron 3 bandas diferen 

tes con pesos moleculares relativos de 29, 16.5, y 9.5 MDa 

pa~a una de ellas C52l y 24, 14 y 5.~ MDa para la otra <701. 

Las otras siete cepas presentaron de 1 a 2 bandas, cuyos pe­

sos moleculares relativos fueron de 4.75 a 26 MDa. 

En el CL1adro 9 se pL1ede observar 1 a frecuencia 

de los diferentes pesos molecL1lares relativos del material 
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extracromosómico obtenido de las cepas de Klebsiella ozaenae 

de las tres diferentes poblaciones estudiadas. 

Queremos destacar que en las cepas del brote ep;l 

démi co hL\bo una gran di spers_i ón de pesos mol ecul a'res, pero 

predominaron aqL1el las bandas que corrésponden a 1 os sigui en­

tes pesos moleculares relativos: de 15.0, 14.5, 14.0, 9.5 

y 2.5 MDa. En las cepa~ del ambiente hospitalario los frag 

mentas más frecuentes son los qlle tienen pesos moleculares 

relativos de 8.3 y 2.2 MDa; mientras que en las cepas de la 

comunidad los pesos moleculares relativos más frecL1entes fug 

ron 24.0 y 14.0 MDa. 

Las Fi·gL1ras 1, 3 y 5 corr·esponden a las gráficas 

de los pesos moleculares relativos en función de la distan­

cia de migración de cada uno de los Grupos estL1diados; en 

tanto que las Figuras 2, 4 y 6 son las fotografías de las e­

lectroforesis del material genético e>:.tracromosómico de los 

grupos mencionados anteriormente. 

Como puede observarse, sólo dos cepas del medio 

·ambiente hospitalario <cepas 23, 33) comparten fenotipos de 

reconocimiento con la mayoría de las del Grupo 1 (brote nosQ 

comial l. 

Clasificación Bioquímica. Para la aplicación de la Teoría de 

Descriptores Mínimos de Ruiz-Shi.iloper, se utilizó como refe­

rencia la cepa de Klebsiella ozaenae ATTC 11296. Se compa­

raron tres métodos de clasificación' para Klebsiella ozaenae: 
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al Clasificación de Brenner (104). 

bl Prueba de descriptores mínimos de Ruiz~ShUloper (164l. 

el Utilización de 34 caracteres bioquímicos de Klebsiella 

ozaenae (99-1081. 

Se estableció el indice de concordancia (1651 en 

tre los tres métodos, comparando en cada caso dos de ellos: 

Brenner y Descriptores mínimos, Brenner y 34 caracteres bio­

químicos, finalmente 27 Descriptores Mínimos y 34 caracteres 

bioquímicos; encontrando el mejor índice de concordancia 

(Ka= ·o.60251 con el método de Brenner. y 27 Descriptores Mini 

mos. Se tuvo menor indice de concordancia con Brenner y 34 

caracteres bioquímicos con un valor de f(a = 0.50, el valor 

de Ka = O. 6025 1 según Ladi s y f(och corresponde a una con cor:: 

dancia moderada; el índice de concordancia de 27 Descripto­

res Mínimos y 34 caracteres bioquímicos tuvo un valor de Ka 

< o.so. 

Mfnimo de Pruebas Bioquímicas para Identificar una Cepa. 

La aplicación del método de Descriptores Mínimos propuesta 

por Rufz-Shüloper <164l permitió establecer 14 Pruebas Bio­

químicas como el Mínimo para identificar las especies de la 

Tribu Klebsiellae (Cuadro 11l. Los resultados del ,:, '·Lidio de 

653 cepas de Eriterobacter i as con este método mostrarcr• que 

solamente 543 cepas pertenecieron a la Tribu Klebsiellae. 



CUADR:> l 

OlUGEll DB LAS 114 CEPAS DE KLEBSn:LLA OZAEHAB ESTUDIADAS 

G R u p o I G R u p o II G R u p o III 

CEPAS CAUSANTES DEL BR:>TE CEPAS AISLADAS DEL AMBIENTE CEPAS AISLADAS DE LA COMUNIDAD 
WSPITALARIO EXTRAWSPITALARIA 

PRODUC'.lU BIOLOGICO NUMERO DE PRODUC'.lU BIOLOGICO NUMERO DE PRODUC'.lU BIOLOGICO NUMERO DE 
CEPAS CEPAS CEPAS 

HEMJCULTIVO 18 CULTIVO DE: ropa, manos 31 * COPROCULTIVOS DE: 30 
de personal médico, parE. (preescolares del 
médico y superficies de Distrito Federal) 

LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO 2 objetos inanimados de SE. 
las diferentes a la Sala 0 COPRO=TIVOS (de 
de Neonatología. nifios sanos de una 

Comunidad rural de 
Querétaro) 33 

* De nií'!os preescolares sanos dE1l sur de la ciudad de México. 

De nifios sanos de una comunidad rural de Cadereyta, Querétaro. 



CUADRO l 

ORIGEN DE LAS 114 CEPAS DE KLEBSIELLA OZllENl\E ESTUDIAD/IS 

G B u p o I G R u p o II G R u p o III 

CEPAS CAUSANTES DEL BOOTE CEPAS l\ISLl\DAS DEL AMBIENTE CEPAS AISLADAS DE LA COMUNIDAD 
HOSPITALARIO EXTRAHOSPITALARIA 

PllODUC'ro BIOLOGICO NUMERO DE PRODUCTO BIOLOGICO NUMERO DE PRODUC'ro BIOLOGICO NUME!lD DE 
CEPAS CEPAS CEPAS 

HEMJCUI.TIVO 18 CULTIVO DE: ropa, manos 31 * COPROCULTIVOS DE: 30 
de personal médico, par~ (preescolares del 
médico y superficies de Distrito Federal) 

LIQUIDO CEFALORIUIQUIDEO 2 objetos inanimados de s~ 
las diferentes a la Sala 0 COPROCULTIVOS (de 
de Neonatolog!a. nif!os sanos de una 

comunidad rural de 
Querétaro) 33 

* De nitlo• preescolares sanos dE1l sur de la ciudad de México. 

• De nitlo• •ano• de una comunidad rural de Cadereyta, Querétaro. 



-CUADRO 2 

UTILIDAD Dlj: DIFERENTES ME'IODOS DE TIPIFICACION DE 114 CEPAS I<LEBSIELLA OZAENAE 

Frecuencia relativa de los perfiles bioquimicos más comunes de acuerdo al origen de las cepas 

JD!iHlJPICACJ·OH §IOQUJHJCA (SuSTRf\TOS 

GIUfO lloolOI 
PATPll~ 

IJPOUl,!,!lC!:l 

1@ l 4 S 6 7 8 9 10 ll@l314§ 16º17 18 19 20 U 22 2324 ,<!HU7 28 29 lD 31 lall 34 

e . •. •0• • • - • • • + - e - · G - - + + - + • - + ._. + + + + + + + + + 
• b. •0• - • - • - ·• t - e - · ·0 - - + .. • • + -+ + • • + • • .. • • 

•<:>• - - - - - • + -G - - G • • + + - + + + + + + + + :t- + + + 

GIU' O ll•.>11 
tATllQM 

lll!!QIWWSl 
i©i 4 • • , • • io 11@1u•@1uu11uo u aunüs un u ano n 1u1 n 

e 

@ 

... . .. . ... 
• • • .•.•. · 

·é· · · - · · · + - e· · ©- - • • • • - • • + • ... • • • • • • • 
•©• - •. • -'· • ... - e - ·e · . • • . • ~ .· • •· • • • + • • • • • . 
•0• •• ~ ••• + - 0 •• 0 - • + + •• ! .•. + ••• + ... +•+ + • ·,;;. • ~ 
•e:>•······•-©- -0·-. ;·+·. ···:·'.'1=-~·'•t. ~ + .. + •••• 
•e•·· - · · · • -e· ·e· · .. • · • - · ~ • • • • • • • + • • 

otu•o 'Dt\°"'U 
t•tm• 

&U5IWl&f& 

. .. . 
••• ... ... 

11!) • •, 1•11u1(i)uu(i)1111u1uonn an•~unuuuu1n n11 
•()··~····.·E>· ·e:·. t •• t ,• ........... t.' 

• E>• • ~ •• : • ' - ,fiJ. • E>:. • • • • ! t • • • • • • • • • t • • 

•0. · · ·. • · · • · e .. · 0 · · • ~ · • · - • • • • • \• • • • •. • 
•E>• r • • • • • + - (i) .. • © • - •. • • • .. - • • • • • • • ..... 

.•.•.. ~~· ...... - •-e- -e-·:-.~.-· .. ·~--.~~~•.•••• • .. •• 

c.p. • cepa patrdn !!lebaiella IW!llJWI. ATTC 11296 

e 1 no.ro de cepu •n cada giupo. 
O reaccione• diferentes 

•.b,c,d. Patroné• bloq11lmioo• mh frecuentea en lo• ti:es giupos eatlidiadoa. 

1 - 3' Sutr~to• bioq11lmioo• _pcobado•· _(c~:ive en el ~exto, página l Z. ) • 

@Patrón comParUdo CJ P~tronea. r'Iª~ _fr•c:ll~"-'!I.• ~ 

N!IMEl\'.l Q§ CEP~ S X t'!IECUENSI h 

1, z. l,4', s., 6,.,, ª• 9.10.11,12, 13,l.4, 
lS,16.16 l~ZO 
17 

2112S1U,29,)0,;ii2.u.u.H,42,U,.tt 

24,H,2D,U,:.fl.40,41,n,41.u.10 
n,u,i1.o,u 
u,n,o 

n,H, su, •o,u,11, n.11. u.10, 11,12,11. 
... H, ", 10~. lC.,, lOJ, lH. lot, lOI, a.u, iu • 
u,u.tt,&\,H,H,n.10.u.u,11,u,n, 
11.~1. io2.iot,101,uo 
H, '1, '2, H1fi11l114,11,•t, to,H,tt,.• 
IQl,Ul 

1!,11,1,,11,ts.na 

" 

19/20 

1/20 

U/Jl 

ll/U 

S/U 
J/U 

U/O 



C\jM)R) J 

UTll.tDAD DB Dtr!R!NTtS tu!lOOO! D! TlPlFtCACtON D! 114 C:!PAS ~ Qi!tf0.I 

rrew•nclt nhth•• d1 101 p1tronu d11 ~1ht1nd• • 1intLdcroblt.ro1 
-11 00111111111 d1 1c:u1rdo •1 ar191n di 1 .. c.pH 

SUSC:Ef?laltlDAD A AH'tlHtC:MfltAtlll, P.U~N DB UllSTENC'lA 

ANTIMIC:IOBtmJS PRlM008 lfUMlll:O DB CIPAI riu::cu?NerA 

.u!, ca, PP, cr, Ni, IOt, CH, M, "'· 'IHP/SKZ, '· 04, 1C 
AH, C:B, PP, GH, JOt, OH, SA, 'UU'/BHZ, CH, TC 1 19 

AH, C:I, '"· !O\, OH, SA, ntP/S>U:, 04, TC ! 20 
@AM, CI, 614, IOt, OH, '""5'/SIG, CH, Tt: !1,2,J,4,5,15,7,S,t,lO,ll,U,lJ,14,U 

AM, es, PP, &M, tQol, GM, 't<: 11 
1AM, C:l1 &lf, IOt, P., lll.P/f!MJ, r, 17 

AW1 CI, 

aiwro u fn~ 

.¡¡, .. ,ca, SM, PJol, cut, 
ON4, CI, PP, c:r, SM, 

AH, CI, ... 
llM, CI, Sft, taot, OH, U, 

AM, CI, Bit, IOt, ... SI<, t:M, OH, Al!, 

AM, CI, PP, 
JIM, CI, &H, tait, 

AM, CI, SM, IOf, OH, 

NI, CI, 

M, CI, !Ot, GH, 

Altl, CI, IOI, GM, 

M, CI, IOt, OH, 

NI, CI, "'· M, CI, tcM, GM, 

M.1 CI, &H, ICM, GM, 
»11 CI, 

Sl't, "'"· 
M, CI, 
A.M., CI, ... 
M, C:I, ... ... 

Qt, '"· 

"'· ... 
Q!IJ\'9 JU ln•t!il) 

OMI, CI, &K, ~. GM, Ne:, 
Alt, CI, SM, lOe, 

M,C:I. SM, 1Qi11 

Ml1 CI, ... 
AH, CI, SH, JJI, GM, 
M, CI, SH, IOt, 

NI, C:I, IO'I, GM, Alt, 

M, CI, "'· •• c .. Jl:M, cuc, 
M,CI, ... 
M, CI, 
M, CI, '"· "'"· M, CI, ... 

l(K, CM, Mt, 

M, CI, 
M, CI, ... 

GH, 'IOt, 
NI, CI, 

"'· 

at, 

t1U'/m<Z, ""· "' ... ""· SA, UU'/SKZ, "'· 
"' 6.\, ru/Sla, "'· "'· "" ... °'· "' 

~. 'ntP/SltZ, 

SA, 'lltP/SHZ, P, 

"' ... 
º" ntf/SHZ, P, .. 

~. 1MP/SKI, 

'\'MP/SMJ, "' SA, 1MP/SHZ, 

"' SA, 'Jlüt/SIU, 

°'• TC ... Tll 

'l'C 

TC 
'llU'/SKZ, 'l'C 

ot, TC 

~· TtQ/SKZ, TC 

"' TC 

TC 
Qt, TC ... .. TC ... TC ... 

"" "" '"· Tll 

OI, TC 

BA, W/SMI, r, ... °'• M, 'ftU"/SIC, ... r, 

,. 

!2J,U 
21,41 
21 

30 

" " 41,50 .. 
" 
" 21 
JI 
38,42 .. 
" .. 
" 24,32 .. 
H,4J 

" 40,44 

51 

" 
H,19 

" " .. 
915,101 
tJ,91 .. 
" .. 
64,lOJ,106 

" 12.'01 
114 
13,IJ,81 

1lM 
11,11,92 

" " 100 
101 ... ca, "'· ·~ll 
54,H,85,lll 
H,lU 

... SH, JIJI, 
llM,D, ac, ... '"· P'Jt, ... ... '"· GM, IOt, ... ... °'• "" M, ''" ... ... ... "'· M, CI, PP, 

M, CI, ... 
M, "" AN, CI, ... ... 

tb pNHnUran pfttrdn d• n1htencJ1 
M • 11.niipicUln• CI. CubenlcUJ.nt. 
CI • C.fatoat.. SM • f1tnpta•lcint. 
afll • ClontHICll\4 AK • t.i.lkt.cln• 

" 70,71 

ªº ., 
ª'·" 90,105 .. 
t7,UO 
101 

" 
61,U,tl1lOC 

•u.u, n11.1t1 

1 n J Nd .. ra d• c1p11 111 c1d1 9nipo 
IP • Plp.r1cUln• 
IOI • K.n1•laln1 
IA • 8Ulf1dluln1 
• • rur11ol ldan1 

cO> '•hé11 tOtflfJ•rlldo 
.._e_ '-'''.!.'!~' "!)(• Jr!c:~Jl.!.•• 

1/10 
11'0 

15/JO 
11'0 

11'0 
1120 

•/ll 
l/Jl 
1/ll 
l/Jl 
1/31 
1/Jl 
2/Jl 
1/Jl 

1/31 
1/31 
1/31 
1/31 
J/31 
1/31 
1/31 
1/31 
1/31 
J/31 
1/31 
2/Jl 
1/31 
2/Jl 

1/31 
1/31 

216J 
1/U 
1/U 
1/U 
2/U 

"3 
1/u 
1/U 
1/U 
J/6l 
1/13 
l/6J 
1/t!J 
J/6J 
l/U 
J/eJ 
1/63 
1/6J 
1/61 
1/63 ., .. 
4/63 
2/61 
1/SJ 
Ufl 
l/6l 
l/6l 
2/63 
2/IJ 
1/IJ 
2/6l 
1/13 
l/6J 
2/U 
4/63 

"" 



CUAOl'J 4 

UTILIDAD DE DIFB~TES ME10.00S DE TlPIPICAClON OC 114 CEPAS DE ~ OZA,AE 

Frocuoncia relativa do loa patronan de roalatancia a motalo1 peaado• 

mi11 comuno• de acuerdo al origen de la• cepa• 

GRUPO ln•20) 

SUSCEPTIBILIDAD A METALES PESADOS. PATOON DE RESISTENCIA 

HETAUS PESADOS Pl!ODMOS NUMERO DE CEPAS FRECUENCIA 

Po, &J, ltg, Cu, Co, Pb, Cr, Zn, Li, I\• 

@re, Pb, Zn, Li, A• l - 20 20/20 

gRUPO ll ln•UI 

Po, Cu, Co, Pb, Zn, Li, Ao 36 1/31 

Pe, Cu, Pb, Zn, Ll, Ao 22.~1 Z/31 

re, Cu, Co, Pb, Ll, Ao 30, 1/31 

'"· Cu, Pb, Cr, Ll, Ao 31,48,50 3/31 

@re, Pb, Zn, Li, Ao 21,23, 28, 29,32, 33 1'1131 

35, 36, JB, 39,42, 44,47 

Pe, Pb, Ll, Ao 27,37 2/31 

re, Cu, Ll, 25, 43,46, 3/31 

'"· Pb, Ae 34 1/31 

re, Ll, Ao 40 1/31 

Zn, Ll, Ae 1/31 

Pb, Zn, Ll, 49 1/31 

Pb, Ll, Ao 51 1/31 

gRUro 11¡ fo•fi3l 

re, Cu, Pb, Zn, Ll, Ao 
53, 54,55, 62,65, 69, 74,7&,80, Bl,84,B&,Ba , 

to/63 
•• ,91.94,99, 1oz,1os, 111; 114 

O Fe, · Pb, Zn, Ll, Ao s2, s6, se, 60, 64, 66, 10, 12, 1s, 11, 79, 01, 02, 25/63 
86, 90, 92, 93, 97, lOO, 104, 105,106,110,lll 

re, Pb, Ll, Ao 57' 63,67, 73,87,96,109,112 S/63 

Cu, Pb, Ll, Ao 59, 68.,71 :1/63 

Zn, Li, Ao 91 1/63 

••• Ll¡ 61,76 2/63 

Pb, Ll, 93 1/63 

Ll, Ao 85,103 2/63 

Cu, Ll, 95 1/63 

re, Zn, 107 1/63 

Ll, 101 1/63 

( n l Nllmero de cepH en cada grupo 
Po - Cloruro f6rdco Pb . Acetato d• plorro 
A9 - Nitrato de plata Cr . Croma.to de potuio 
llg - Cloruro mercurio:) Zn . Sulfato de cinc 
Cu - Sulfato de cobre Ll . Cloruro de Utlo 
Co - Nitrato. de oobllto Ao . Ar1enb.to de mdio 
@ P1trd'n compartido e:::> Patron11 m'• trecuele e 



CUADRO 5 

UTILIDAD DE DIFERENTES METODOS DE TIPIFICACION DE 114 CEPAS DE KLEDSIEL!,A OZAENAEj 

Frecuencia relativa 'de loa patronos kleboclnicoe m&a co~unee do acuordo á1. origen de las copas¡ 

GRUPO (o=-2Q! 

* PATelN KLEJIJCINICO NUMERO DE CEPAS FRECUENCIA \ 

CJ4 4 1, 2, J,4, s, 6, 1, e, 9, lo, 11,12, 1J,i4, 15,16,lB, 19, 20 19/20 

1 17 1/20 

GRUPO II !o•Jll 

* PATRlN KLEOOCINICO 

C:ll 1 l' 1 24, 28, 30, 35, 36, 38, 41, 42, 44, 48, 50 11/Jl 

rtli• 4 4 4 21, 22, 23, 26,31, 33,43,47 8/Jl 

1 1 1 27,32,40 3/31 

4 4 4 25,48 2/31 

4 4 4 29,45 2/31 

4 4 39,49 2/31 

1 1 37 1/31 

4 4 1 1 51 1/31 

2 1 34 1/31 

GRUPO 111 (n•§J) 

* PATRON llLEOOCINICO 

Cl4 4 4 4 
52,56, 61, 63, 69, 70, 71, 74, 75, 77, 79, 80, 84,88, 90, 

18/63 98,104,106 

1 1 1 
s4, se, 65, 66, 67, eg, 91, 93, 94, 95, 97, ioo, 101, 107 

17163 109,110,113 

1 2 1 1 55,59,60,62,68,11,78, 99,lll,11& 10'63 

4 4 2 4 53,92,102,108 4/63 

4 4 57,68,82,86, 4/63 

1 3 1 1 72, 76,114 3/63 

4 3 4 4 85,96 2/63 

3 1 1 1 87 1/63 

1 2 1 105 1/63 

4 2 4 103 1/63 

4 2 4 4 64 1/63 

2 1 1 1 83 1/63 

( n 1 Ndrnero de cep11 en cada grupo 

De acuerdo al criterio da Parm1r 
1 • 
2 • 

S.noibilid•d del crecimiento a ambo• extroctoo (cepa. productoru nd..,ro 114, 902), 

S.naibUidod o1 primor oxtrocto (cep• productora ndmero 823) y resistencia al oo­
gundo (cepa productora numero 525) • 

3 • Raoiatencia al primor extrocto (cepa productora D-33) y oenalbilld•d al H<¡11ndo 
(cepa productora l>-40), 

4 • Ae1l1tencia del crecimlanto a loa dos extractos (cepm productorils n<irooro L-4,X-6). 
cflJ P•trJn comParUdo Cl P•trone• m'• frecuente• 



CUADBO 6 

PATBON DE MATERIAL GENETICO EXTRACBOHlSOMAL DE CEPAS DE KLEBSIELLA OZAENAE 
(CEPAS CAUSANTES DEI. BROTE) 

G R U P O I 

CEPAS CON FRAGMEN'IDS SIMILARES CEPAS CON FRAGMENTOS DIFERENTES 

- NUMERO DE CEPA PESO NUMERO DE PESO 
CEPAS CON PATRON MOLECULAR CEPAS CON PATRON CEPA MOLECULAR CEPAS NUMERO (MDa) CEPAS NUMERO (MDa) 

DE 4 BANDAS 2 9, l.O l.5.0, l.4.0, DE 4 BANDAS 6 l. 28.0, l.6.5, 
9.5, 2.5 l.2.5, 5.3-

2 30.5, 23.0, 

- l.8.5, l.5.0 .. 
4 l.5.0, l.4.5, 

9.5, 5.3 

l.3 l.4.8, l.4.5, 
9.5, 2.3 

l.5 25.0, l.2.2, 
9.5, 2.3 

l.8 28.0, l.4.5, 
7.'L 2.3 

-
DE 3 BANDAS 3 5, 6, 7 l.4.0, 9.5 DE 3 BANDAS 2 l.4 24.5, 7 .0, 

2.5 2.3 

l.9 l.2.0, 7.2, 
2.3 

DE 2 BANDAS 3 8, l.l.' 9.5, 2.5 DE 2 BANDAS 2 3 26.0, 2.3. 
l.2 l.7 l.4.5, 2.3 

DE l. BANDA DE l. BANDA 2 l.6 2.3 
20 l.2.l. 1 



CUADRO 6 

PATRON DE MATERIAL GENETICO EXTRACROM:lSOMAL DE CEPAS DE KLEBSIELLA ~ 
(CEPAS CAUSANTES DEL BROTE) 

GRUPO I 

CEPAS CON FRAGMEN'lX>S SIMILARES CEPAS CON FRAGMENTOS DIFERENTES 

- NUMERO DE CEPA PESO 
NUMERO DE CEPA CEPAS CON PATRON MOLECULAR · CEPAS CON PATRON 

CEPAS NUMERO (MDa) CEPAS NUMERO 

DE 4 BANDAS 2 9, lo 15.0, 14.0, DE 4 BANDAS 6 l 
9.5, 2.5 

2 

4 

13 

15 

18 

.. 
DE 3 BANDAS 3 5, 6, 7 14,0, 9.5 DE 3 BANDAS 2 14 

2.5 

19 

DE 2 BANI>AS 3 8, 11, 9.5, 2.5 DE 2 BANDAS 2 3 
12 

17 

Dl!l 1 BANDA DE l BANDA 2 16 

20 

PESO 
M:lLECULAR 

(MDa) 

28.0, 16.5, 
12.5, 5,3· 

30.5, 23.0, 
18,5, 15.0 

lS.O, 14.5, 
9,5, 5.3 

14,8, 14,5, 
9.5, 2.3 

25.0, 12.2, 
9.5, 2.3 

2e.o, 14.5, 
.'1.'l., 2 ,3 

24.5, 7,8, 
2.3 

12.0, 7.2, 
2.3 

26,0, 2.3. 

14.S, 2.3 

2.3 
12,l 



CUADRO 7 

PATIDN DE MATERIAL GENETICO EXTRACROMOSOMAL DE CEPAS DE KLEBSIELLA OZAENAE 
(CEPAS AISLADAS DEL MEDIO HOSPITALARIO) 

G R U P O II 

CEPAS CON FRAGMENTOS SIMILARES CEPAS CON FRAGMENTOS DIFERENTES 

NUMERO DE CEPA PESO NUMERO DE CEPA CEPAS CON PATRON CEPAS NUMERO MOLECULAR CEPAS CON PATOON CEPAS NUMERO (MDa) 

DE 3 BANDAS 1 32 

DE 2 BANDAS 5 23, 33, 8,3, 2.19 DE 2 BANDAS 2 34 
35, 36, 
41 40 

DE l BANDA 2 47, 48 8.3 DE l BANDA 1 42 

PESO 
MOLECULA~ 

(MDa) 

23.5, 8.3 
1,95 

3.7, 2,19 

8.3, 1.95 

5.2 

La• cepa• No1 21, 22, 24, 25, 26, 30, 31, 45, 50 no presentaron bandas de material gen&tico extrac:r:omoaomal. 



CUADRO 8 

PATRON DE MATERIAL GENETICO EXTRACROMOSOMAL DE CEPAS DE KLEBSIELLA OZAENAE 

(CEPAS AISLADAS DE LA COMUNIDAD) 

G R u p o III 

CEPAS CON FRAGMENTOS DIFERENTES 

NUMERO DE CEPA 
PESO 

CEPAS CON PATRON MOLECULAR 
CEPAS NUMERO (MDa) 

DE 3 BANDAS 2 52 29.0, 16.5, 9.5 
70 24.0, 14,0, 5.4 

DE 2 BANDAS 4 54 24.0, 14.0 
65 14.0, 5·,2 

73 24.0, 13.5 

80 29.0, 4.75 

DE l BANDA 3 51 26.0 
53 24.0 
77 9.5 

Las cepas No: 55, 60, 66, 67, 68, 69, 72, 74, 75, 76, 78 no se pre­

sentaron bandas de material genético extracromosomal. 



.l 

CUADRO 9 , 

FRECUENCIA DE PESOS MJLECULARES DEL MATERIAL EXTRACROMOSOMICO OBTENIDO DE CEPAS DE 
KLEBSIELLA ~ EN LAS DIFERENTES POBLACIONES ESTUDIADAS 

POBLACION I POBLACION II 
f' ñ/cm P.M.,.(MDal f d/cm P.M.ríMDal 
ll 6.5 9.5 9 6.5 8.3' 

9 ll.O 2.5 6 11.0 2.2 
5 5.4 14.0 2 11.5 l.9 
4 5.2 14.5 l 2.7 23.5 
3 4.2 15.0 l a.o 3.7 
2 2.5 28.0 l 9.0 3.5 
2 5.6 12.0 
2 7.8 7.2 
2 8.7 5.3 
2 ll.5 2.3 
l 2.3 30.5 
l 2.7 26.0 
l 2.8 24.5 
l 2.9 24.5 
l 3.3 23.0 
l 4.0 18.5 
l 4.4 16.5 
l 4.5 14.8 
l 4.9 14.0 
l 5.5 12.2 
l 5.8 ll.2 
l 7.0 7.8 

Plasmidos de Referencia Plasmidos de Referencia 
d P.M. d P.M. 

(cm) (MDa) (cm) (MDa) 

pRSD1 2.3 30.0 pRSD1 2.0 30.0 

pEWD 
a.5 5,2 

pEWD 
B.5 5.2 299 299 

f = frecuencia• No, de bandas/ No. total de cepas analizadas 

d/cm = distancia de migraci6n del material gen~tico 
extracromosomal en cent1metros 

POBLACION III 
f a/cm P.M.r(MDa} 
4 2.7 24.0 
3 5.0 14.0 
2 2.2 29.0 
2 6,5 9.5 
l 2.5 29.0 
l 4.7 16.5 
l 5.0 14.0 
l 5.2 13.5 
l 9.0 5.2 
l 9.5 4.7 

Plasmidos de Referencia 

pRSD1 

pEWD 
299 

P.M. 

(MDa) 

d P.M. 
(cm) (MDa) 

2.1 30.0 

B.5 5.2 

= Peso molecular 

Mega daltones 



CUADRO 10 

UTILIDAD DE CUATP:O METODOS DE TIP!FICACION PARA IDENTIFICAR·A LAS CEPAS DE 
lCLEBSIELLA OZAENAE, CAUSANTES DE UN BROTE EPIDEMICO INTRAHOSPITALARIO Y 

"DIFEREÑCIARLAS DE LAS NO RELACIONADAS CON EL·MÍSMO 

METO DO D E TIPIFICACION 
IN DI CAD O R PRUEBAS RESISTENCIA A SENSIBILIDAD RESISTENCIA A 

BIOQUIMICAS METALES PESADOS A KLEOOCINAS ANTIMICROBIANOS 

Sensibilidad 95.0 % loo.o % 95.0 % as.o % 

Especificidad 84.0 % 58.5 % 71.3 % 97.B % 

Valor predictivo positivo 55.9 % 33.9 % 41.3 % 88.2 %' 

Valor predictivo negativo 98.7 % ido.o % 98.'5 % 96.8 % 
1 

Eficiencia 85.9 % 65.7 % 75.4 % 95.6 % 

Sensibilidad .. __ vp __ X 100 
vp + fn 

Especificidad a vn 
vn + fp 

X 100 

Valor predictivo positivo = vp X 100 
vp + fp 

Valor predictivo negativo = vn X 100 
vn + fn 

Eficiencia = vp : ~n + f X 100 vp+vn p n 

vp • verdaderos positivos 

fp • falsos positivos 

vn = verdaderos negativos 

fn = falsos negativos 

l' 
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Ffa"a 1 P110 Molecular relollvo del Material E•tracromo1omal de 20 c1pa1 d1 
l<l1b1l1llo ozoenae (Brote Hospltolorlo) Hospital depedlotrla CMN, IMSS. 
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PATRON DE MATERIAL GENETICO EXTRACROMOSOMAL DE KLEBSIELLA ~ 

Poblaci6n I. Cepas de brote epidémico 

Figura 2. Carriles 1-20 fotografía del material genético extracrornosomal de 20 cepas de I<lebsiella ozaenae del 
brote epidémico, carril 21 plásmido de referencia pEWD 299 (Peso Molecular 5.2 MDa), carril 22 plás­
mido de referencia pRSD1 (Peso Molecular 30.0 MDa) 

er cromosoma bacteriano 
C carril No. l - 20 

1 - 20 = cepa número: l,2,3,4,5,6,7,B,9,lO,ll,12,13,14,15,16,17,lB,19,20 

~------- -- ------
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Figura 3. P110 Molecular relativa del Materia\ Eatracromosomal de 20 ~epa1 di Kleb1lel\a ozaena1 
( Madia Ambiente Hosp1\olariol.Hospital de Pediatría CMN,IMSS. --- ---
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PATRON DE MATERIAL GENETICO EXTRACRO~SOMAL DE KLEBSIELLA OZAENAE 

Poblaci6n II, Cepas: del ambiente hospitalario. 

Figura 4. Carriles 1-20 fotografía del material genético extracromosomal de 20 cepas de Klebsiella ozaenae 
del ambiente hospitalario, carril 21 plásmido de referencia pEWD 299 (Peso Molecular 5,2 MDa), 
carril 22 plásmido de referencia pRSD.1 (Peso Molecular 30.0 MDa) 

cr = cromosoma bacteriano 

c = carril número l - 20 
1-20 = cepa número: 21,22,23,24,25,26,30,31,32,33,34,35,36,40,41,42,45,47,48,50 
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-pRDS¡ (Peso Moleculor 30.0 MDo) 
Plo1mldo de Refenncla 

+-pEWD 299 (Peso Molecular tl.2 MDol 
Plo1mldo de Referencia 

1.0 2.0 a.o 4.0 a.o e.o 1.0 1.0 11.0 10.011.0 12.0 13.0 
0111 

Dllta11oll 
FIQuro ti. PelO Molecular relotlvo del Molerlo! EKlrocromo1omol de 20 cepo1 de Klebslellg 2'ª'"°' 

(Comunidad E1tro~o1pllolarlal Ha1pllol de pedlotrlo CMN, IMSS 

\ 



PAT.RON DE MATERIAL GENETICO EXTRACROMOSOMAL DE KLEBSIELLA ~ 

Poblaci6n III, Cepas de la comunidad 

Figura 6. Carriles 1-20 fotografía del material gen~tico de 20 cepas de Klebsiella ozaenae de la comunidad, 
carril 21 plásmido de r.eferencia pEWD 299 (Peso Molecular 5.2 MDa), carril 22 plásmido de referen 
cia pRSD1 (Peso Molecular 30.0 MDa) 

cr = cromosoma bacteriano 
c carril No. 1-20 
1-20 = cepa número: 51,52,53,54,55,60,65,66,67,68,69,70,72,73,74,75,76,77,78,80 
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5 

12 

13 

3 
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11 
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CUADRO 11 

PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA IDENTIFICACION DE LA 

TRIBU KL~BSIELLAE 

AZUCARES 

SLtbstrato No.PrL1eba 

@ Lactosa 1.00 9 

Xi losa 1 • 00 4 

Ramnosa 1 • (1(1 

Glicerol 0.75 5 

@ Gas Glllcosa 0.60 10 

@ Rojo de Metilo 0.60 12 

Sacarosa 0.60 13 

Salicina 0.50 

Manito! 0.50 2 

@ V-P 0.40 6 

Esclllina 0.40 11 

Salicina 0.25 8 

Sorbitol 0.25 7 

NO AZUCARES 

SL1bstrato 

Malonato 

@ C. Simmons 

@ H S 
2 

@ Urea 

KCN 

Mllcato 

Tartrato 

@ Indol 

@ Movilidad 

@ Arginina 

Fenilalanina 

@ Ornitina 

@ Lisina 

0.96 

Q.87 

0.78 

0.72 

0.65 

0.58 

0.58 

0.52 

0.52 

o. 51 

0.47 

0.41 

0.38 

;-p~¡~-;-p;;;-iñf;r~ativ;-ci;-1;-p;u;b;-i~------------------------------------

La escala relativa entre O y 1 refleja la importancia relativa de cada Llna de 
las pruebas. 
@ = Co~responden al minimo de prllebas bioqL1imicas para la identificacion de 
las especies de la Tribu Klebsiellae. 
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DISCUSION 

El manejo y control de las infecciones nosocomiales, consti­

tuyen un problema de salud pública que tiene repercusión en 

la morbiletalidad hospitalaria, asi como en la economía de 

un país Cl-10, 141-150). 

En el Hospital de Pediatría del CMN, IMSS, la in 

cidencia de infecciones nosocomiales en el periodo 1982-1985 

fue de 9.1 por cada 100 egresos, con 1.1 infecciones por pa­

ciente. Durante este lapso, el segundo agente patógeno en 

frecuencia pert~necia al género Klebsiella <K. ozaenae> ClO>. 

La ocurrencia en el servicio de recién nacidos de un brote 

de infección nosocomial (en la secció~ de pacientes no infeG 

tados) cuyo agen~e etiológico fue Klebsiella ozaenae, permi­

tió realizar un estudio con 5 diferentes marcadores microbig 

lógicos y analizar su importancia epidemiológica •. 

Para cumplir con nuestro primer objetivo, utili­

zamos 5 diferentes métodos de tipificación: 1) Determinación 

de Biotipo o Biovar, 2> Susceptibilidad a Antimicrobianos, 

3) Susceptibilidad a Metales Pesadas, 4) Susceptibilidad a 

Klebocinas y 5) Análisis del Patrón de Material Genético 

Extracromosomal, para diferenciar a las poblaciones microbie 

nas involucradas en el brote de infección nosocomial por 

Klebsiella ozaenae 1 de los microorganismos que colonizan el 

Hospital de Pediatría del CMN, IMSS, y establecimos la hipó­

tesis de que la descripción de la presencia o ausencia de 



- 48 -

material extracromosómico en las cepas de Klebsiella ozaenae 

proporcionaria la información más útil para distinguir a las 

poblaciones microbianas involucradas 1113-133). 

En general, en un brote de infección nosocornial 

se estudian tanto cepas caL1santes del brote <en nuestro caso 

Grupo _I>, como las aisladas dt>l ambiente hospitalario <Grupo 

II>. En este estudio, se _incluyeron además, cepas aisladas 

de nif'fos sanos de una comunidad, para tener Lm grupo contra§! 

te o testigo por SLI diferente origen <Grupo Illl. 

Marcadores Utilizados 

Biotipo. Esta determinación está basada en las propiedades 

morfológicas, metabólicas, crecimiento y .replicación del mi­

croorganismo en un medio tolerante !34 1 94-111>. La determi­

nación del biotipo no es un carácter qLle se estudie en forma 

aislada, por el contrario, se asocia en diferentes combina­

ciones a otros marcadores. Ejemplos: Cepas de E. coli del s~ 

rogrupo 0157: H7 que no fermentan el sorbitol, productora de 

toxinas y factor de adherencia localizado 1161-162>; la fer­

mentación de lactosa y otros azúcares por E. coli IEPEC) 

productora de t0>1inas termolábil y termoestable, con patro­

nes'de resistencia a Antimicrobianos y Metales Pesados 149>. 

Sin embargo, cuando se ha comparado la determinación de Bio­

tipo con otros marcadores, ejemplo: patrón de plasmidos, no 

se encuentra una buena correlación 1115-117, 120-125; 129-

1331 e incluso algunos autores lo consideran de escaso valor 
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(49, 113-126). 

En las cepas estudiadas por nosotros la caracte­

ristica bioqu:lmica de las cepas presentó una clara diferen­

ciación en el 95 Y. de las cepas causantes del brote, y<.1 que 

el perfil bio.quimico de éstas (lactosa +, Citrato de Simmons 

+y lisina - l solamente ocurrió en el 16.1 y en el 22.4 % 

de las cepas del ambiente hospitalario y de la comunidad, 

respectivamente <Cuadro 2). El 5 X restante de las cepas del 

brote compartió caracteristicas bioquimicas <lactosa +, Ci­

trato de Simmons - y lisina -l con las cepas del ambiente 

hospitalario y de la comunidad. 

No es posible eliminar la posibilidad de que el 

brote se haya iniciado por una cepa del ambiente hospitala­

rio; sin embargo, los porcentajes encontrados sugieren lo 

contrario, es decir, que el brote se inició en la sala de r§ 

cién nacidos con la diseminación ulterior al ambiente hospi­

talario, fenómeno ya descrito en l~ literatura 1113-133). C~ 

be destacar, que las cepas del ambiente hospitalario y de 1 a 

comunidad précticamente fueron indistinguibles, ya ·que com­

partieron caracter:lsticas bioquímicas semejantes en los cua­

tro perfiles encontrados <Cuadro 2l. 

A pesar de que la biotipificación, no se consid~ 

ra un marcador epidemiológico confiable, debido a que no es 

una propiedad genética estable, ya que se ve influido por 

las condiciones del medio y por la presencia de material 

e>:tracromosómico (34, 49), en nuestro caso, con una pobla-
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ción bacteriana muy homogenea en sus caracteristicas, como 

lo fue la del brote, resultó un indicador de utilidad. 

Susceptibilidad Antimicrobiana. La mL1ltiresistencia de los 

patógenos nosocomiales difiere significativamente en el ti­

. pe y severidad de infección que causan; su manejo y respues­

ta a los tratamientos terapéuticos tradicionales es dificil, 

·lo cual se refleja en los altos indices de morbiletalidad 

hospitalaria (113-133, 163). 

La tipificación por patrones de susceptibilidad 

antimicrobiana es el que con mayor frecuencia se usa en el 

medio hospitalari6 como marcador epidemiológico Ci2-14, 113-

129, 163). Los resultados en nuestro trabajo, confirman la 

importancia de este tipo de estudios dL1rante brotes epidémi­

cos dentro de los hospitales, ya que 17 de las 20 cepas mos­

traron resistencia a m1.H tiples Antibióticos (8 a 10 Antibió­

ticos>, mientras que solamente 2 cepas del ambiente hospita­

lario y ninguna de la comunidad mostraron este patrón. Llama 

la atención la elevada frecuencia de resistencia a Antibióti 

cos (hasta 5 antibióticos) observada en las cepas del amblen 

te hosp•talario, y aún en la comunidad, aunque cuando las C§ 

pas más frecuentes del hospital no son en este aspecto seme­

jantes a las de la comunidad <Cuadro 3>, hecho que sugiere 

la e>:istencia de un fenómeno de selección por presión del 

uso de antimicrobianos, que se ha descrito en los hospitales 

( 113-133, 141) • 
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ción bacteriana muy homogenea en SLIS características, como 

lo fue la del brote, resultó un indicador de utilidad. 

Susceptibilidad Antimicrobiana. La multiresistencia de los 

patógenos nosocomiales difiere significativamente en el ti­

. po y severidad de infección que causan; su manejo y respues­

ta a los tratamientos terapéuticos tradicionales es dificil, 

lo cual se refleja en los altos indices de morbiletalidad 

hospitalaria (113-133, 163>. 

La tipificación por patrones de susceptibilidad 

antimicrobiana es el que con mayor frecuencia se usa en el 

medio hospitalari6 como marcador epidemiológico <i2-14, 113-

129, 163). Los resultados en nuestro trabajo, confirman la 

im¡:iortanci a de este tipo de estudios durante brotes epi démi­

cos dentro de los hospitales, ya que 17 de las 20 cepas mos­

traron resistencia a m~ltiples Antibióticos (8 a 10 Antibió­

ticos>, mientras que solamente 2 cepas del ambiente hospita­

lario y ninguna de la comunidad mostraron este patrón. Llama 

·la atención la elevada frecL1encia de resistencia a Antibiótj_ 

cos (hasta 5 antibióticos) observada en las cepas del ambieo. 

te hospitalario, y aón en la comunidad, aunque cuando las c~ 

pas más frecuentes del hospital no son en este aspecto seme­

jantes a 1 as de la comunidad (Cuadro 3) , hecho que sugiere 

la existencia de un fenómeno de selección por presión del 

uso de antimicrobianos, que se ha descrito en los hospitales 

( 113-133' 141 ) • 
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En l~ actualidad, el patrón de susceptibilidad a 

antimicrobianos es considerado como un marcador presuntivo, 

que puede o no correlacionar con otros fenotipos de reconoct 

miento. Las limitaciones del método de Susceptibilidad Anti­

microbiana incluye el tipo del microorganismo en los que se 

puede aplicar (gérmenes de crecimiento lento como 

como Haemóphilus inf 1 uer1zae 

Clostridium difficile). 

o gé.rmenes 

Generalmente la 

anaeróbios 

información de la 

multirresistencia antimicrobiana se asocia a la existencia y 

diseminación de factores R (113-133, 137, 141, 143, 1631, 

que puede ser debida a un sólo plasmido o a genes cromosoma­

les preexistentes (113-133, 1631. 

Susceptibilidad a Metales Pesados. La tipificación por este 

método se aplicó i ni ci al mente a las cepas en las que se ut i-

1 iza la serotipificación como uno de los métodos de elección 

primaria (42-52, 54, 55). En la actualidad se sabe que algu­

nas de las resistencias a metales pesados se encuentran codl 

ficados en transposones <Tn 10, resistencia a mercurial, lo 

que disminuye la sensibilidad del método ya que este fenoti-· 

po al estar codificado por un elemento móvil en el genoma 

bacteriano puede dar resultadas no siempre reproducibles 

(42~52, 54, 114-124, 131). 

Aparentemente la combinación de Biotipificación, 

Susceptibilidad a Antimicrobianos, a Metales Pesados, produ~ 

ción y Susceptibilidad a Bacteriocinas, pueden proporcionar 

información valiosa en los brotes epidemiológicos: Existen 
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reportes en · los que la resistencia a un sólo metal pesado 

<Ag, 38) fue útil como marcador epidemiológico (50-55, 131). 

A pesar de que las cepas del brote de infección 

nosocomi al mostraron un patrón uniforme de resistencia a me-

. tal es pesados (Fe, Pb, Zn, Li y Asl fue un indicador epi de­

mi ol ógi co poco confiable porque el.45.1 y el 39.62 % de las 

cepas de los Grupos II y III compartían esta misma caracte­

rística (Cuadro 4). Llama la atención la semejanza entre las 

cepas del ambiente hospitalario y de la com~nidad, ahora con 

respecto a esta·característica, lo cual sugiere una gran di­

seminación de factores R, tanto en el medio hospitalario co­

mo en la comunidad. NL1evamente en el Grupo II, aparecen las 

dos cepas qL1e comparten Biotipo, Patrón de Susceptibilidad 

Antimicrobiana y Metales Pesados, con las cepas causantes 

del brote. 

Susceptibilidad a Bo!!cteriocinas. Es un método originalmente 

utilizado para suplir al método de serotipificación de 

E. coli (57, 60-63, 65-91) que más tarde se aplicó a otros 

géneros con buenos resultados, ejemplo: Enterobacter spp. 

(92>, que es una especie que no tiene procedimientos de tipi 

ficación estandarizados. 

En nuestro trabajo, el patr~n predominante en el 

Grupo I (patrón klebocínico 4444, seglln el método mnemo­

técnico de Farmerl estuvo presente en el Grupo II (25.8 'l.> y 

III (30.l 'l.J, respectivamente. Las características de las c~ 
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pas de Klebsiella con este método son semejantes a lo obser­

vado con la Susceptibilidad a Metales Pesados: homogeneidad 

en las cepas del brote, que se agrupan sólo en dos patrones 

y het.erogeneidad semejante en las cepas del ambiente hospit9 

lario y de la c·omunidad, asi como la pobre utilidad como mar: 

cador epidemiológico independiente. 

La forma en que se reportan 1 os resultados obte­

nidos en esta técnica no son uniformes, ya que diferentes ª\d 

tores han utilizado sistemas diferentes, generalmente de ti­

po mnemotécnico (76, 82, 85, 86, 89, 92l o bién se le asocia 

a otros fenotipos de reconocimiento (57, 58, 60>. 

Al analizar nuestra información con los 4 prime­

ros marcadores, los resL1ltados sugieren, de acuerdo a la efi 

ciencia, que la Susceptibilidad Antimicrobiana fue el más e­

ficaz (95.6 /.l y en orden decreciente, la determinación del 

biotipo (85.9 /.l, Patrón Kleboc:lnico <75.4 7.l y finalmente 

la resistencia a Metales Pesados (65.7 X, Cuadro 10). Este 

análisis estadistico no se aplicó al Patrón de Material 

Genético Extracromosomal debido a la diferencia respecto al 

tamal"lo de la muestra, ya que en los primeros 4 marcadores u­

tilizados se estudiaron 114 cepas en total, en tanto que en 

el 1'.lltimo marcador sólo se probaron ·60 cepas, escogidas al 

azar. 

Patrón de Material Genético Extracromosomal. El patrón de 

Material Genético E>:tracromosomal mostró una gran heteroge­

neidad, sin embargo permitió diferenciar a las poblaciones 
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involucradas en cuanto a la presencia, ausencia y frecuencia 

del material genético extracromosómico. El 100 X de las ce­

pas causantes del brote de infección nosocomial presentaron 

bandas de material extracromo.somal, contra 55 y 45 X de las 

cepas del ambiente hospitalario y de ·1a comunidad, respecti-

· vamente Cp < 0.01). El 65 X de las cepas causantes del brote 

de infección nosocomial presentó 3 ó 4 fragmentos de mate­

rial extracromosomal, contra 5 y 10 X de las cepas del am­

biente hospitalario y de la comunidad, respectivamente lp 

< 0.01>.· No podemos establecer correspondencia entre la pre­

sencia de las numerosas bandas del material extracromosómico 

presentes en el Grupo I y al gl'.ln fenotipo de reconocí miento. 

La presencia de estas bandas pudieran corresponder a las di­

ferentes formas de ADN, o bién a las diferentes formas oligQ 

méricas de éste, por lo que sería necesario hacer estudios 

de clonación y transformación que nos permitieran reconocer 

a las diversas bandas presentes "en éste primer Grupo. Sólo 

podemos suponer que las cepas 23 y 33, que se encontraron en 

el medio hospitalario con los mismos fenotipos <Biotipo o 

Biovar, Susceptibilidad a Antimicrobianos, Susceptibilidad a 

Metales· Pesados, Patrón Klebocfnico y Patrón de Material 

Genético E>etracromosomal> pudieron haber sido consecuencia 

de este brote de infección nosocomial. La determinación de 

los pesos moleculares de los diferentes fragmentos de ADN 

fue relativa, ya que al utilizar sóio dos plasmidos de refe­

rencia, necesariamente nos di~una línea recta en la que se 
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extraooló el cálculo de los pesos moleculares. 

Teniendo en cL1enta 1 as caracteri sti cas de: estan 

darización, reproducibilidad, sensibilidad, estabilidad, ba­

jo costo, aplicación a l~ m~yarfa de las microorganismos y 

correlación cpn la información epidemiológica, que debe de 

reunir un m•todo de tipificación·accesible a la mayoría de 

los laboratorios clinicos; podemos .sL1geri1• que la susceptibi 

lidad a diferentes Antimicrobianos y la determinación del 

Biotipo fue suficiente en este caso para caracterizar a la 

mayo~ parte de las cepas causantes del brote de infección ng 

socomial. 

Conviene mencionar que los resultados de este 

trabajo no se pueden extrapolar para el estudio de otras in­

fec~iones hospitalarias, ya que la decisión sobre el tipo 

de marcadores microbiológicos a utilizar dependerá de: 

1) ~l tipo de infección, 2) Tipo de pacientes que son colg 

nizados, 3) Microorganismo que se encuentre como agente etig 

lógico, y 4> Caracteristicas del medio hospitalario. 

Para cumplir con el segundo objetivo: determinar 

el número mínimo de pruebas bioquímicas para la identifica­

ción de la Tribu Klebsiellae utilizando ·1a Teoría de Des­

criptores Minimos, proponemos una metodología para lograr la 

ordenación de las pruebas bioquímicas en una escala relativa 

de importancia. 

Definimos el valor "peso informativo" p; cuando 
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p = 1 el o los sustratos bioquímicos son indispensables para 

una identificación bioquímica adecuada; por el contrario, 

cuando después de la aplicación de la prueba de Descriptores 

Mínimos C164l, p =O, estos sustratos son prescindibles y 

se pueden eliminar sin temor a llegar a clasificar incorrec­

tamente a una· bacteria. 

Es posible contar con una teoría matemática de 

apoyo que permita.tratar adecuadamente problemas de clasifi­

cación entendiendose por ella "el proceso mediante el cuál 

se puede determinar, sobre la base de la sucesión de caractg 

rísticas de un objeto dado, cuál de •stas son útiles para la 

clasificación y en base a ello definir la· pertenencia del o~ 

jeto a una determinada clase o familia" (94-96, 97-99, 104, 

109, 164). El reconocimiento de patrones es LIT1 proceso me­

diante el cuál se puede determinar 1 a importancia de cada 

uno de los rasgos que describe un cierto objeto o fenómeno 

con respecto a su Ci-'\racterización como tal y en particular, 

la pertenencia del mismo a una clase dada. 

De acuerdo a nuestros resultados sugerimos utili 

zar, catorce pruebas bioquímicas, que corresponden a 6 tubos 

(que habitualmente se utilizan en los laboratorios clínicos). 

En éstos se tienen los siguientes sustratos, en los que se 

determinan los siguientes caracteres bioquímicos: 

Prueba determinada. 

M I O: 1l Movilidad 

2l Producción de i ndol 
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3) Descarboxilación de ornitina 

T S I: 4) Fermentación de glucosa 

5) Producción de gas de glucosa 

6) Fermentación oxidativa de lactosa 

7) Producción de ácido sulfhídrico 

M R / V P: 8) Rojo de metilo.- .ca·pacidad de Lln microorganismo para 

producir y mantener estables los 

productos terminales ácidos de la 

fermentación de glucosa. 

Citrato: 

Urea:· 

L I A: 

9) Voges-Proskawer.- Determina la capacidad de algunos 

microorganismos de tener como product~ 

final neutro <acetilmetilcarbinoll a 

partir de la fermentación de 

glucosa. 

10) Citrato de Simmons.- Utilización del citrato como 

única fuente de carbono. 

11l Urea de Christensen.- Presencia o ausencia de ureasa 

prod~ciendo dos moléculas de 

amoniaco. 

12) Descarboxilación de iisina 

13) Desaminación de lisina 
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14) ProHucción de ácido sulfhídrico 

Con la aolicación de la Teoria de Descriptores 

Mínimos <164) con un sistema ~amputa.rizado, pudimos idemtif!_ 

car de acuerdo a lo propuesto por Brenner ( 1Cl4l 653 cepas d•~ 

Enterobacterias y clasificar 543 cepas pertenecientes a la 

Tribu Klebsiellae 
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