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RESUMEN

Se estudiaron 114 cepas de Klebsiella woraenae distribuidas
en tres grupos: I) 20 cepas causantes de un brote de infecg-
cidn nosoromial; II) 31 cepas aisladas del medio ambiente
hogpitalario y III) &3 cepas.provenientes de niffos sanos de
"la comunidad.:

Se utilizaron 5 marcadores microbioldgicos:
1) Determinacidn de Biatipo o Biavar, susceptibilidad a
2) Antimicrabianos, 3) Metales pesados y 4) Bacteriocinas,
asi como 5) Perfil de Materiql Extracromosomal.

‘ Fue. posible caracterizar a lés cepas de
Klebsjiella ozaenae causantes del brote de infeccidn nosoco
mial y distinguirlas. de las pertenecientes a los otros dos
Grupos, con la excepcibn de 2 cepas del ambiente hospitala-
rio que compartian caracteristicas fenotipicas con las del
brote y gue pudieran ser consecuencia de la diseminacidn de
éstas en el hnspita;. Los marcadores de mayor utilidad para
&l estudio de estas cepas fueron: Patrdn de susceptibilidad
a Antimicrobianos, identificacion del Biqtipn y descripcion
del Material Extracromosomal. . ‘

La aplicacion de la Teor{a de Descriptores Mini-
mos en un sistema computarizado, permitid clasificar
(Brenner) 543 cepas de la Tribu Klebsiellae y proponer la‘u~
tilidad de 14 sustratos biogquimicos para una identificacidn

adecuada.



ANTECEDENTES

Infeccisdn nosogcomial, es aquéila que ocurre  en un paciente
hospitalizado y cuyo periodo de incubacidn se inicia dentro
del hospital. En los casos en que este perlodo no es bien cg
nocido o el microorganismo no puede ser aislado, se conside-—
'ra come tal, aquella que se inicid después de 72 horas de
hospitalizacidn. For su origen estés infecciones se clasifi=-
can en: endagena, cuando el agente causal proviene de la flo
ra normal del mismokpaciente y exdgeny, la que se adquiere
del ambiente hospitalaric, ya sea que provenga del persaonal
que iabnra en 1; instituciotn o bien del medio ambiente del
nosocomio (10, 123).

En los Estados Unidos aproximadamente un 5.5 %
de los pacientes hospitalizados adquieren una infecciotn noég
comial y esta frecuencia, combinada con el numero de pacien—
tes admitidos anualmente da aproximadamente 2 millones de ip
fecciones nosocomiales (7, 114-123),

El tipo de pacientes que se colenizan v adguieren
una infeccidn intrahospitalaria, +recuentemente 50N enfermos
" que han sufrido manipulaciones quirtrgicas de "alto‘riesga"
o son pacientes inmunocomprometidos gque han estado bajo
tratamientos prolongados con inmunosupresores, con quimio-
terapia persistente o sometidos por tiempo prolongadop a la
accion de antimicrobianos. Los microorganismos que colonizan
a estos enfermos provienen la mayor parte de las veces de la

flora enddgena, que debido a la presidn selectiva a la que



s ven sﬁjetos por la terapia utilizada, +recuentemepte =on
resistentes a miltiples antimicrobianos, metales pesados y
algunas substancias quimioterdpicas. Los pacientes se coloni
2an por alguna puerta de entrada como la piel, faringe pos
terior o intestino (1-59, 114-133, 144).

Los gérmenes involucrados en bacteremias nosocp—
miales son principalmente bacilos'grém negativos de la Famj
lia Enterobacteriaceae y Pseudononadaceas y en segundo lugar
germenes gram positivas (1-59, 114-133, 136, 141, 163). Las
enterobacterias que con mayor frecuencia se'asocian a infec~—
ciones nosocomiales son géneros de la Tribu Klebsiellae (1~

99, 114-135, 135, 163} y Escherichia coli (152-154, 161,
‘62), con Indices de letalidad aproximada de 25 a B0 %,
lo cual revela la gravedad del problema ({13-134, 163), v en
ocasiones puede relacioﬁarse con la diseminacion de factores
R dentro del hospital (114-133, 141, 150, 1463),

La Familia Enterobacteriacede esta congtituida
por baci165 g am neéativas (94~111), aprobios facultativos,
esporulados, que crecen bien en medios artificiales. En
el manual de Bergey (105) se define a la " Familia
Enterobacteriaceae comp: bacilos gram negativos cuyo conteni
qn de Guanina + Citosina en acido desoxirribonucleico (ADN)
es de I8 a 60 4. Kauffman (94-96) trabajd con las enterobac-
terias y propuso una clasificacidn tawondmica gue se funda-
ménfa en el estudio dé "grupos relacionados con serobiofago-

tipos en las qué la serologia o los serovares caonstituyen el



criterio taxondmico". Ewing y Edwards (97-99 ) basaron su
clasificacidn en el andlisis diferencial de pruebas morfold-
gicas y bioguimicas, modificada posteriormente por Brenner
(100-104, 108, 109) quien propuso cambios apoyadeo "en estu-
dios de hibridizacidn de ADN.

La incorporaciédn de nueva tecnoleogia y la aplica
citn de conocimientos en biologia molecular, como estudios
de hisridizacibn de ADN, patrones de susceptibilidad a apti-
microbianos, sensibilidad a metales pesados, produccion de
bacteriocinas, patrén litico y la introducéién del andlisis
compdtarizadu aﬁlicado en gran numero de géneros y especies
(99-111), ha permitido mejorar el conocimiento de diversos
grupos microbianos, de tal forma hue la formacien de Biogru-
pos, Biovares, Fagovares y Serovares (111) se ha visto aumen
tadalconsiderablemente si se compara con 1o que se tenia re-
portado hasta hace algunos affos (99-111). De 11 géneros y 24
especies gue se tenian en 1972, se ha aumentado a 22 géneros
y a8 mas de 100 especies (158).

Farmer y colaboradores propusieron (10%9) cambios
taxonomicos basados en estudiog de genética, biologia
molecular, bioquimica y analisis computarizado. Esta WGltima
clagsificacion ain no es validada por el International Jour—
nal of Systematic Bacteriology; sin embargo, en 1a novena
edicion del Manual de Bergey (105) se bace mencion de espe-
cies como Enterobactef taylorae, E£scherichia fTergusenii, gue

han sido reportadas como agentes causales en casos clini
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cas (110, 111).

Actualmente, todos los hospitales 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 (1135, 142-1459). Fara el estudio de
“ los brotes de infeccidn hospitalaria se utilizan diferentes
marcadores que puedan ayudar & diferenciar las poblaciones
microbianas involucradas en este tipo de padecimientos. E1
patron de susceptibilidad antimicrobiena se utiliza con ma-
yor frecuencia como marcador epidemiolégicoby con esta base
existe la tendencia a agrupar 1la informacitn de las cepas
multirresitentes por grupos de antimicrobianos (113-134,
142-145). Cuando se analizan los patrones de plasmidos y se
trata de establecer una correlacitn con el patrdn de suscep-
t%bilidad antimicrobiana, en occasiones puede observase una
similitud en los patrones dados por los antibiogramas de la
misma especie o serpgrupos y el patrdn plasmidico. La resis—
tencia mostrada porilos microorganismos no estd ceopdificada
exclusivamente en el material extracromoscmal, puede ser
cromosomica y puede ser consecuencia de diferentes mecanis—
mos geneticos o bioquimicos de expresidon gque daran la varia-
cidn fenotipica de cada patrén (113-134). Los estudios de
electroforesis de ADN, aplicados como marcadores epidemiold-~
gicos, asi{ como el estudio del material extracromosomal pue-—
‘den proporcionar datos de gran utilidad en situaciones epidé

micas (113-125, 128-133).
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Los patogenos gue muestren patrones de resisten—
cia antimicrobiana ideénticos pueden ser Qiferentes en los pa
trones de electroforesis de ADN y de material extracromoso-
mal o de otras cepas de la misma especie y no estar necesa-
riamente relacionados con el brote o infeccién que motivo el
.estudio, por lo que seria necesario realizar estudios de hi-
bridizacion de ADN con fragmentos de bases (genes) que pue-—
den codificar para un fenotipo de reconocimiento (113-12%,
152, 183, 14604 141). Los estudios de cionacidn y transforma—
cian también pueden ser utiles en el estudio del origen de
las éepas causaﬁtes de la infeccidon nosocomial.

La cepa portadora de la resistencia antimicrobia
na, debe diferenciarse de 1a marca cromosomal, plasmidica o
de ambas (113-123, 130, 132, 1461-163). En el medio hospita-
lario un factor R puede estabilizarse eventualmente en una
gran variedad de especies bacterianas, o puede permanecer du
rante periodos largos en una o varias &reéas del hospital vy
constituirse en una fuente importante de infeccidn nosoco-
mial (1-10, 141-148).

El estudio de los micfoorgaﬁismos que ocasionan
infecciones nosocomiales se lleva a cabo de diferentes for-—-
mas:

1) Clinico-Epidemioldgico. En los brotes o casos aislados de
infecciones nosccomiales, en el gque los agentes causales ha-
bitualmente son resisientes a multiples antimicrobianos, se

analizan los 1dice5 de morbilidad y letalidad, las diferen-
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tes localizaciones infecciosas y las complicaciones que habi
tualmente son multiples o con tasas elevadas (113-123, 130,
134, 140-147, 163) . Algunés infecciones nosocomiales son caw
sadas por microorganismos del:ambiente hospitalario que cola
nizan a los pacientes, teniendo en ocasiones la posibilidad
de establecer un origen comin. El estudio de casos ? testi-
‘gos 0 el estudio longitudinal de los pacientes de alto ries—
go, asi como los sistemas de vigilancia epidemiolodgica, per—
miten la identificacidn temprana de los brotes de infeccidn
y la informacién inicial que sugiere el origen exdgeno o en-
dogeno de las cepas causaﬁtes del problema (113-133%, 137,

140-149, 163,

2) Tipificacidén e ldentificacidn de Marcadores. Los sistemas
.actuales de tipificacién de 1los organismos involucrados en
este tipo de padecimientos no son de facil acceso a los labo
ratorios clinicos, ya que estos varian en grado de compleii
dad, requieren contar con personal capacitado, asi como con

équipo apropiado para el desarrollo de estas técnicas.

-2a) Biotipo o Riovares. El uso de algunas caracteristicas
bioquimicas para identificar subgrupos de bacterias tanto ae
robias éomo anaerobias, combinado con los‘patrones de suscep
tibilidad antimicrobiana usadas en los laboratorios clini-
cos, permite formar grupos afines, que en ocasiones ayuda a
la discriminacion de los microorganismos involucrados (34,

153-155). En case contrario, es necesario incluir tanto



pruebas bioguimicas adicionales como un numero cada vez ma-

yor de pruebas de antimicrobianos.

2b) Sﬁsceptibilidad Antimicrobiana. Es una prueba Iin vitro
que mide la capacidad de un m{croorganismo para sobrevivir a
la accidn de agentes farmacoldgicos (i.e., antimicrqbianma)
.usualmente empleados en la terapeutica médica. La resisten—
cia clinicamente significativa ests mediada por material ge-
nético entracromosomal 1llamado plasmido, se encuentra tam-
bién codificada en cromosoma o en unidades discretas de ADN
gue tienen la propiedad de transponerse a otras moléculas de
acido desorirribonucleico (Tn),. con lo que el grado de re-—
sistencia entre cebas bacterianas se Qe incrementada notable

mente.

2c) Susceptibilidad a Metales Pesados. La resistencia mostra
da a metales pesadog se asocia a factoﬁes R (e.g., B—-lactama
say Cu) o a transposones (Tn10, Hg). Existen diversas espe-
cies bacterianas que tienen tipos ca;acteristicos de plasmi-
dos que se pueden transferir a otras especies bacterianas
por conjugacion,

l.a resistencia a antimicrobianos y metales pesa-—
dos es dna respuesta a la p;esidn selectiva de las sustan-—
cias utilizadas en el medio ambiente hospitalario; su origen
plasmidico o cromosdmico puede diferenciarse por pruebas ge-
néticas y bioguimicas (113-133). lLos resultados deben repor-

tarse al clinico en la forma mas simple posible, ya que algu



nos microorgani smos se diferencian en grados relativos de
susceptibilidad o resistencia antimicrobiana. El Comité de
Antimicrobianos del nosocomio debe elegir la forma de repor
te v el manejn de la informacion recabada (128~-130,132, 134,

140, 150, para su mejor utilizacion clinica.

‘2d) Fagotipia (determinacidn de fégotipns a fagovares). Es
un marcador para un ndmero limitado de bacterias. El fentme-

- no basico esta dado por:

.

1) Ataque del fago a 1a superficie bacteriana
2) Entrada del fago a la baéteria.
3) Multiplicacidn del fago en la bact?ria {para lo cual uti-~
liza el material genético de la ceélula infectada).
4) Lisis de la célula bacteriana.
‘La fagotipia estd basada en la propiedad litica
de los fagos; el fenotipo de reconocimiento es la formacisn

de placas (34, &2, 134, 139).

.2e) Berotipos o 8Serovares. Determina la variacion natural
de moléculas inmunogéncas de la superficie de los micrg
organismos. En esta técnica se efectla una reaccién especi fi
ca antigeno~anticuerpo. La determinacidén del serotipo o serg
" var es una de las propiedades mis estables: sin embargo, és-—
-ta se puede modificar por la presencia de fagos y plasmi-~

dos (27, 34, 134),

2f) Patrén de Bacteriocinas.. Este método esta limitado a
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cierto tipo de bacterias: E&. c¢oli, HKlebsiella 5p.s
Enterobacter sp.. Las bacteriorcinas estan fcrmadas por un
complejo proteinico: cloacina (59,293 o), protelna inmune
(9,974 d) y proteina H (5,200 d). La cloacina y proteina in-
mune forman un complejo eguimplecular (34).

Las bacteriorinas son sintetizadas pnr'algunas
bacterias y tienen la propiedad de destruir o inhibir a o~
tras cepas bacterianas que pueden ser de la misma o diferen-
te especie. Estas pruebas reﬁuieren controles adecuados, uti
lizan una gran variedad de patrones vy no existe uniformidad
en cuanto & como reportarlo; Se pueden utilizar sistemas mne
motécnicos, diferentes combinaciones de sensible o resisten-
te, asi como la combinacidn con otros métodos, como fagoti-

pia (14, 34, 57, &0-93, 139),

2g9) Otros métodos de tipificaciéﬁ: Patron de plasmidos
(113-133, 140-145, 150, 152, 1633 hoﬁologfa de dcideos nu-
cléicos (112); produccidn de enzimas (&5, 75, 126, 127, 134,
143); proteinas marcadas: beta lactamasa, fosfolipasa A, pro
teina responsable de la adhesividad (127; 128, 134, 1462-164)
Su utilidad depende del brote motive del estudio, asi como
-de la integracién e interpretacidn adecuada de los resulta-—
dos (8, 123, 134),

Los microorganismos gue se epcuentran Comp agen-—
tes tausales de infecciones nosocomiales son motivo de estu-
dio para genetistas y bidlogos moleculares. Uno de los obje-
tivos es el de praoabar que los organismos causantes de este

.

4



tipo de padecimientos son semejantes a los encontrados en el

ambiente hospitalario o que provienen del mismo paciente.

Teoria de Descriptores Minimns de Rulz-Shuloper

Diversos géneros y especies de la familia
Enterobacteriaceae estan involucrados como agentes causales
de mialtiples padecimientos infecciosos. Es practica comin en
la mayoria de los laboratorios de bacteriologia, efecfuar -
na serie de pruebas con &l proposito de ideﬁtificar una cepa
particular de bacterias segun alguna clasificacion existente
(Brenner, 104); sin embargo, a la fecha no existen criterios
uniformes para determinar con exactitud el grado de importan
cia relativa de cada una de las pruebas que se efectta y po-
der establecer un numero minimo confiable de pruebas bioqui-
micas a realizar.

En este trabajo éroponemos la metodologia descri
ta por Rulz-Shiloper, que da como resultado la ordenacidn de
las pruebas bioguimicas en una escala relativa de importan-
cia. Se utiliza para ello la tearié de déscriptores minimos,
en la que un descriptor es un conjunto de pruebas que mantie
ne inequivoca la distincidn entre cepas particulares, vy un
descriptor minimo es aquel que describe sin ambiéuedad las
cepas estudiadas. El peso informativo p tendrd valores entre
1 y O0; las cepas que fengan un valor de p= 1 son pruebas in-

dispensables para la descripcidn cmrre;ta del conjunto de ce



pas, por el contrario, cuando p = 0 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-bicguimicas aplicadas.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

En el Hospital de Pediatria del Centro Medico Na
ciopal, Instituto Mexicano del Seguro Social, durante el pe-
riodo 1981-1985, de 66,000 egresos: 5,271 pacientes presen-
taron infeccion intrahospifalaria, con una tasa promedio de
8 infecciones por.cada 100 egresos. ‘Fredominaron 4 diferen-
tes tipos de infecciénes: vias respiratorias, gastrointes-
tinales, heridas quirdrgicas y bacteremias. Los microorganis
mné mas frecuentemente aislados como agentes causales fueron
enterobacterias: £. coli vy Klebsiella spe, asl como cocos
gram positivos: Staphylococcus aureus Yy Staphylococcus
coagulasa negativa (10).

Debido a ;a alta incidencia de infecciones intra
hospitalarias causadas por géneros de la Tribu Klebsiellae
en el Hospital de Pediatria, - CMN. IMSS, fue necesario esta-
blecer‘ métodns de tipificacidn bacteriana que permitiesen
identificar y diferenciar a las poblaciones microbianas invg
lucradas como agentes causales de estas infecciones, asi co-

mo de los gérmenes que colonizan el medio hospitalario.



OBJETIVOS:

I) Evaluér la utilidad de cinco diferentes métodos de tipi-
ficacidn:

1) Determinacion del Biotipo 6 Biovar

" 2) Susceptibilidad Antimicrobianos

3) Susceptibilidad a Metales pesados

4) Susceptibilidad a Klebocinas

5) Patrdn de Material Genético Extracromosomal

Para diferenciar las poblaciones microbianaé involucradas en
un brote de .ihfeccién nosocomial causada por'KJebsiella

0zaenae,.

II) Utilizar la Teoria de Descriptores Minimos de Ruiz-
‘Shilloper en un sistema computarizado, para evaluar el peso
relativo de las pruebas bioquimicas prépuestas por Brenner,
Farmer, y Hickman en 1977 y establecer uhn ntmero minimo con-—

fiable de pruebas biogquimicas para la identificacidn de 1la

Tribu Klebsiellae.
HIPOTES1S:

1) De los cinco marcadores epidemioldgicos utilizados, la
descripcidn de 1la presencia o ausencia de material ex-—
tracromosémico de las cepas de Klebsiella cozaenae, proporcio

nara la informaﬁidn mas confiable para diferenciar a las po-
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blaciones microbianas involucradas como agentes etioldégicos

en este brote de infeccidn nosocomial. .

2) La aplicacion de la Teoria de Descriptores Minimos de
Ruiz—-Shllloper permitira establecer el peso relativo de las
" diferentes pruebas biogquimicas y determinar el ndmero minimo
de pruebas utiles confiables, para'una identificacion biogui

mica microbiana adecuada.
MATERIAL Y METODGS:

Descripcion del brote epidémico. La frecuencia de infeccio—

nes intrahospitalarias del Hospital de Pediatria de CMN,
IM8S; se vid incrementa@a debido a un brote que ocurrid du-
Fante los meses de marzo a septiembre de 1983 Enhla sala de
Neonatologla, causado por Klebsiella oraenae. El servicio

de Neonatologia estaba dividido en cuatro secciones:

.

1) Terapia Intensiva Seccitn Infectados. Ocupada por neona-

tos hospitalizados por procesos infecciosos graves.

2) Terapia Intensiva Seccidn no Infectados. En esta seccidn
se encontraban pacientes con patologia pulmonar, cardiovas

cular y neuroldgica de etiologia no infecciosa.
3) Incubadoras. Recién nacidos pretérmineo sin patologia.

4) Cunas. Pacientes egresados de cualguiera de las secciones
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H

descritas anteriormente, estos pacientes se mantenian hospi-

talizados de 29 a 48 horas previas a su alta hospitalaria.

E1 80

2 (20 /7 25 pacientes) adqguirieron la in

feccion al ser colonizados por Klebsiella ozaenae y estuvie-

ron localizados s6lo en la segunda seccion de la salas es de

cir, que eran pacientes hospitalizados con procesos no infeg

ciosos.

Cepas de Klebsiella ozaenae estudiadas. Se estudiaron un tg

tal de 114 cepas de Klebsiella cozaenae, las cuales

do a su procedenc

Grupo Y. EBrote epi

de acuer

ia se clasificaron en tres grupos:

démico: 18 cepas aisladas de hemocultivo vy

2 cepas de liquido cefalorraquideo.

Grupo II. 31 cepas aisladas del medio ambiente hospitalario

(provenian de manos, ropa, del personal medico, paramedico y

superficies de objetos inanimados) gue no pertenecian a la

sala de Neonatolog
Grupo III: 63 cepa
procultivos de nifi
Sur de la ciudad d

nifins sanos de uwna

ia.

53 30 correspondieron a aislamientos de cg

Ds sanns de wuna poblacidn preescolar del

e Mé&iico y las 33 restantes provenian de

comunidad rural de Cadereyta, Gro.

Las 114 cepas derKIebsieIIa ozaenae se estudia-

: ron a}l mismo tiemp

o utilizando S pardmetros para nuestro pri

mer objetivo: Determinacidn de Biotipo, Susceptibilidad a :

Antimicrobianos,

Metales Pesados y Bacteriocinas,

asi como
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Patrén de Material Extracromosomal.

1) Determinacidn del Biotipo o Bioéar: Todas las cepas se
resembraron en: agar Mac Conckey, agar F Tergitol, se incuba
ron a 37° C por 18-24 horas, se corrobord morfologia cole-
nial, se hicieron las mismas pruebas bioguimicas que se uti-
lizan en el laborateorio clinico para validar o no su identi-
ficacion primaria. Una vez confirmada su identificacidn, las
cepas bacterianas se crecieron en caldo infusidn cerebro-co
razéon por una noche a 37°C, se hicieron 2 diluciones seria-
das para tener una concentracidn bacteriana de 3 » IO‘Unida
des Formadoras de Colonias (UFC)/ ml, esta suspension dilui-
da se utilizd como indeculo en todas las pruebas bioguimicas.
Las pruebas de Indol, Movilidad y Acido Sulfhidrico (medio

" de SIM) se realizaron'par picadura y se incubé a 37° C por
18-24 horas. Los sustratos por probar (liquidos) una vez es-—
tériles se depositaron en microplacas estériles de poliesti-
reno, teniendo por pozo un volumen variable de 280-300 nl.
Las microplacas con los sustratos por probar se inocul aron
con 10 ul de la suspensién bacteriana diluidaz una vez inocu
ladas se cubrieron con una envoltura transparente esteril
(cuando se requirid de un medio reducido, el sustrato se cu-
brid con aceite mineral estéril) se incubaron a 37°C por el
tiempo requerido para la prueba. La adicidn de los reacti-
vos, asi como la lectura e interpretacidn de las pruebés se

hizo de acuerdo al criterio establecido-para todos los sus-—
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tratos (97-111, 185).
2) Susceptibilidad a Anticrobianos. El método utilizado fue

el de dilucién seriada en placa (189, 160). los antimicrobia

nos utilizados y el valor de corte fueron:

ANTIMICROBIANDGQG CONCENTRACION
: VALOR DE CORTE
pg/ml
Ampicilina =AM a2
Carbenicilina -CH 128
Cefotaxima -CE . 4
Estreptomicina -5M 30
Kanamicina -KM 20
Gentamicina . -GM 16
. Sulfadiazina -8A 40
Trimetoprim-Sul fametoxazol -THMP/SMZ 1.6/732
Furazolidona . -F ' 1
Cloramfenicol ©-EM 16
Tetraciclina -TC 4

Las placas preparadas con el antimicreobiano se
inocularon con el replicador de Steers, la concentracion bac
teriana inoculada fue de 3 » 1¢3 UFC/ml, las placas se incu-
baron a 37 € por 18-24 horas. 8Se determind el grado de sus-
ceptibilidad o resistencia del gérmen por presencia (resis-—
tente) o ausencia (susceptibilidad) del crecimiento bacteria

no en la placa del antimicrobiano por probar.

3) Susceptibilidad a Metales Pesados, Se utilizd el método
de dilucidn en placa; las sales utilizadas vy las concentra-

ciones fueron:



METAL PESADO CONCENTRACION

VALOR DE CORTE
pg/ ml
Cloruro férrico - Fe 1,400
Nitrato de plata -~ Ag 128
Cloruro mercurico - Hg 10
Sulfato de cobre - Cu 1,600
Nitrato de cobalto - Co 16
Acetato de plomo - Fb I3, 200
Cromata de potasio - Cr 1,600
Gulfato de cinc - In 1,600
Clorurc de litio - Li° 1,600
Arseniato de sodio - As 12,800

Una vez preparadas las soluciones de los metales
pesados se esterilizaron por filtracién, se. affadieron al me-
dio de agar Mue}ler~HintDn, se inocularon con una concentra-
cidn bacteriana de 3 ¥ 10°UFC/mi, inéubéndose a 37°0 por 18-
24 ﬁoras. t.a lectura e interpretacion se hizp en hase a la
presencia (resistente) o aqsencia {susceptible) de crecimien '

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

4) Susceptibilidad a Bacteriocinas. El método uwtilizado fue
el descrito por Buffenmayer (72). Las cepas productoras fue-
ron donadas por el Dr. S. Slopek del Institute of Immunology
and Experimental Therapy Polish Academy nf Sciences, Poland,
(77) a la Escuela Naciornal de Ciencias Bioldgicas, se descri
ben por los siguiéntes nimeros y letras: 114, 9202, L4, K&,
D33, D40, 823 y 525, asi como la cepa indicadora 9C la cual
es sensible a lag B8 cepas productoras, se utiliza en 1a tituy
lacidn de éstas y como testigo positivo de tipificacidn. La
tepa problema se inoculd en 2 ml de caldo nutritive y se in-

cubd a 37°C por 6 horas. De este cultivo se sembrd con un a~
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plicador en forma masiva en agar nutritivo al 2 %, se adicig
naron 25 1l de cada wno de los extractos de klebhocinas de la
dilucidn inhibitoria que se obtuvo en la titulacidn de estas
bacteriocinas (las cepas productoras tuvieron un titulo de
1: 256, excepto para D33 gque tuvo un titulo con un rango de
"124 a 1:128) incubdndose a 22°C durante la noche. La lecturs
de las placas se hizo de acuerdo al criterio de Farmer (&4).
Los extractos de kleborcinas de las cepas productoras se agru
paron en pares: 114-902, L4-Ké, D3IZ-D40 y B823-325. A la sen-
sibilidad del crecimiento de la cepa problema por los dos ey
tractos se les asignd el nimero 1; a la sensibilidad al pri-
mer esxtracto y resistencia al segundo se le did el numero 23
la resistencia al primero y sensibilidad al segundo se le a-
signd el namero 3, la resistencia a los dus extractos 21 nu-
mero 4, se asignhod de esta forma un £ipo klebocinico descrito

por 4 digitos. Ejemplos

Extracto klebocinico: 114-902 La4-Kéb D3IZ-D4Q 823-52
Cepa problema §~5 R~R  R-S SR
Tipo Klehocinico 1 4 3 2

S) Patrdon de Material Geneético Extracromosomal. El método
utilizado fue el de lisis alcalina (148).

Descripcidn del método: La cepa problema se conservd en me-
dio de Dorset; se tomd una asada, se inoculd en una placa de
agar Luria, y se incubd por 18 a 24 horas a 37 C; del creci-

miento obtenido se sembrd una sola colonia en 5 ml de caldo
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Luria; incubAndose a 3I7°C por una noche.

| Se colocgron 1.5 ml del cultivo en tubos para mi
crocentrifuga, se centrifugd por 2 minutos, se quitd el sg
brenadante dejando el paquete celular lo mis seco posibles
se resuspendid el paquete celular. Be affadieron 100 nl de la
solupién 1; se dejd a temperatura ambiente por S minutos,
transcurrido este tiempo se afadieron 200 1l de la solucidn
2 recientemente preparada. Se mezcld el tubo en forma inver-—
tida de 2 a 3 veces. Se dejd el tubo en hielo por S minutosg
se agregaron 1350 nul de la solucidn 3, agitando suavemente en
pesicidn invertida durante 10 segundos. Una vez terminado el
proceseo descrito, se mantuvieron eﬁ.hieln durante S5 minutos

a 4°C. Posteriormente se centrifugo durante 35 minutos a 4°C;

.transfiriendo el sobrenadante a un tubo limpio, affadiendo vo

lumenes iguales de una mezcla fenol-cloroformo. Se mezclo
con agitador mecanico; centrifugando por 2 minutos; se paso
el sobrenadante a otro tubo. Se agregaron £ volumenes de eta

nol absoluto a temperatura ambiente. Mezclando con agitador

mecanico y se dejd a temperatura ambiente por 2 minutos. Se

centrifugd por 5 minutos a temperatura ambiente; quitando el
snpreﬁadante y dejando el tubo en posicidn invertida sobre
una-toalla de papel hasta la evaporacéén del alcohol remanen
te; se afadid un ml de etanol al 70 %, agitando suavemente,
centrifugando nuevamente. El precipitado se dejd lo mds seco
posible. Se abtiadieron 50 ul de una solucion amurtiguédora de

Tris pH 8.0 y 10 ul de azul de bromofenol en glicerol al S 74
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(p/v). Una vez obtenido vy purificado 1 ADN de los lisa-
dos bacterianos, se depnsitafun 20 ul de la muestra por ana-
lizar en‘un gel de agarosa al 1 7 en una solucidn amortiguna-
dora de acetatos a pH B.19, se corrid en una cémara de elec—
 troforesis vertical a 60~70 V¥V por 2 a 3 horas, se tifo con
bromuro de etidio al @.0001 % , observandose con un transilu
minador de luz ultravioleta. 8e usaron como plasmidos de re-~

ferencia:

PLASMIDD ' VECTOR ' : PESD MDLECULAR
MDa
pRSDL £. coli G600 30,000
pEWD2%7 E. colf Co00 G.2

Fara el segundo obietivo, 2l de la aplicacidn
del meétodo de Ruiz—Shﬁ;nper, a fin de establecer un numero
minimo de pruebas bioguimicas para la identificacidn de los
géneros y especies de la Tribu Klebsiellae que son los que
con mayor frecuencia se alslan coma productos bipldgicos de
los pacientes hospitalizados asi como al hecho de estar colo
nizando &1 medio ambiente hospitalario, se estadiaron 653 ce
pas de Enterobacterias. . .

Se tuvieron en consideracidn los lineamientos da
dos por Edwards y Ewing (97-99).

Este estudio se baso en patrones morfoldgicos vy
bicquimicos los cuales se redujeron a 34 caracteres bioguimi
cos Qque para fines précticos s dividieron en azdcares y no

azlicares:



AZUCARES NO AZUCARES
1. #Glucosa 4., Produccidn de Acido
: sulfhidrico

2. #lactossa 5. Movilidad

3. BGas de glucosa bs. Belatina

10. Rojo de metilo 7. DNAasa

14, Voges-Froskawer - 8. Lipasa
25. #Bacarosa 2. Indol

26. #Salicina 12. Citrato de Simmons
27, #Sorbitol 13, Urea de Christensen
28, #Blicerol 14, @drginina
29. wManitol ) 1%. @lisineg

30, *Ramnosa 146, @rnitina

31, #Xilosa 17. Malonato
32. #Arabinosa 18. Caldo KCN (0.9 %
33. #lelobiosa 19. Caldo de Koser

34, #Esculina 20. Pigmento en agar de soya tripticasi

21. Reduccidn de nitratos
.22, Fenil alanina
23. Mucato
24. Tartrato de Jordan y Harmon

# La determinacidn de la fermentacion de glucosa, lactosa y
gas de glucosa se hizo en el medio de agar triple aztcar, la
farmentaciédn para el resto de los aztcares se probo en caldo
base rojo de fenol pH 7.4; la concentracion de los azdcares
probados fue de 0,1 %.

@ Base caldo de Mueller al 0.5 7 del aminocidcido por probar.

La metodolegia es igual a la descrita para la de

terminacidn del Biotipo o Biovar en el brote de infeccidn

‘intrahospitalaria en la sala de Neonatologia causada por

Kilebsiella ozaenae asi como la lectura e interpretacidn de

‘las pruebas (155),

Método de descriptores htnimns.

Para comprender este estudic es necesario dar'

algunas definiciones: si se consideran n cepas (C i={...n},
' i
a cada una de las cuales se les somete a m pruebas (P { =
i



1...m) diferenteé con respuesta bhinaria de | y 0, se obtiene

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

Definicién 1: ‘A’ un subconjunto de ‘K’ columnas (prusbas de
la matriz T, se le llama descriptor; si las submatrices re-
sultantes de eliminar de T todas las ‘&' columnas iguales, y
dejar aguellas con diferencia de una sola pruebay, se tienen
todos los renglones diferentes. La intencion de la defini-
cidn es clara: un descriptor serd un conjunto de pruébas que

mantiene inequivoca la distincidn entre cepas particulares.

Definicién 2: Un descriptor es minimo si no contiene un sub-
conjunto propio, es Hecir, es el conjunto minimo de pruebas

que describe sin ambiguedad las cepas estudiadas (14&4).

- Definicidn 3: p = "peso informativo" de la prueba i, cuando
p = 1 son pruebas indispensables; por el contrario, las ce-
p;s que tengan p = O son prescindibles y se pueden eliminar
sin temor. a lleg;r a clasificar incnrfectamente. lLa escala
de valores entre 0 y | refleja la importancia relativa de ca

da una de las pruebas.

numero de descriptores que contiene la prueba i

numero total de descriptores minimos

Definicion de Terminos utilizados en el Cuadro 10 para el mé
todo estadistico.
Sensibilidad: probabilidad de que una prueba resulte positi-

va, tuando la cepa estudiada fue K. oraenae cauvsante del brog
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te de infeccidn nosocomial.

Especi?icidad: probabilidad de gue una prueba resultie negati
va, cuando la cepa estudiada fue K. orserae no relacionada

con el brote de infeccidn nosocomial.

"Valor predictiveo positivo: probabilidad de que siendo la
prueba positiva, la cepé de K. ozaerae estudiada, estuviese

relacionada con el brote de infeccidn nosocomial.

Valor predictivoe negativo: probabilidad de que siendo la
prueba negativa, la cepa de K. araemae estudiada no tuviera

relacidon con el brote de infeccidn nosocomial.

Eficienciar probabilidad de que una prueba resulte cierta,
siendo positiva en las cepas de K. ozaenae causantes del brg

te de infeccidon y negativa en las cepas de K. ozaerae no re-

lacianadas caon el brote.

RESULTADOS
El origen de ‘las cepas estudiadas de Klebsiella ozaenae se
muestran en el Cuadro 1 (20 cepas del brote epidémico, 31 ce

pas del ambiente hospitalario y 63 de nifinps sanos de comuni-

dades extrahospitalarias),

Biotipificacidn.
Los resultados de biotipificacidn se agruparon en los cuatro

perfiles bioquimicos mids frecuentes (Cuadro 2). El 95 % de
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las cepas. del brbte epidemico fueron lactosa (+), Citrato de
Simmong {(+), vy lisina {-) {perfil ‘a’r; mientras que el 5 %
restante fue lactosa (+), Citrato de Simmons (=), y lisina
(=) (perfil 'b’).
| El 14.1 7Z de las cepas del hospital y el 22.4 de
las cepas de la comunidad maostraron también perfil ‘a‘s El
perfil ‘b’ se epcontrd en el 35.5 % de las cepas del ambien-
te hospitalario v en el 38.1 de las cepas de la comunidad.
El perfil bicguimico ‘c’ (Cuadro 2) gque se carac
terizd por ser lactosa (-}, Citrato de SBimmons (=), y lisina
{+}, fue encontrado en un 38.7 4 de las cepas del hospital vy
en el 30.1 4 de las'cepas‘comunitarias. El perfil bioguimico
'd’ fue lactosa (=), Citrato de Simmons (+), vy lisipa (+) vy
se encontrd dnicamente en las cepas del ambiente hospitala~.
rio vy de la comunidad. Ninguna cepa del brote epidémico cp-

rrespondid a estos dos perfiles bioguimicos.

Susceptibilidad a Antimicrobianos.

Los patrones de resistencia maltiple mas frecuentes a antimi
crobianos fueron 4 (Cuadro J). Las cepas del brote epidémico
s agruparon en dos patrones de resistencia antibidtica mul-
tiplé (8 a 10 antibidticos).Solanmente dos cepas del mnedio am
biente hospitalario compartieron este patron de resistencia.
Todas las demas cepas tuvieron patrones de resistencia diver
S0s pero a un mAximo de cinco antibjbticns diferentes. Se en,
contrid una menor frecuencia de resistencia  antibidtica 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 % de las cepas del brnée epidémico mostrd un  patrén
de resistencia a Fe, Fb, Zn, Li, y As (Cuadro 4). Este pa-
“tron sdlo fue compartido por ei 45.1 4 de las cepas dal.am—

biente hospitalario vy el 39.46 % de las cepas de la comunidad.

Susceptibilidad a Klebocinas.

El ?SVZ de las cepas del brote epidémico correspondieron al
patrdn 4444 ( no fueron seﬁsibles), que también se encontrd
en el 25.8 % de las cepas del ambiente hospitalario y en el
30.4 % de las cepas de la comunidad. Una cepa del brote epi
démico correspondid al pa{rdn 1311 que sulamente se encontrd

en trec cepas de la comunidad (Cuadro S).

Patron de Material Genético Extracromosomal.

En este método se utilizaron dos plasmidos de referencia:
pRSD1 en E. coli (ChOO) con un peso molecular de 30 Mda, y
.el pEWD299 también en E. celi (CA00) con un peso molecular
de 5.2 MDa; con las distancias de migracion se hizo una gra-
fica de peso molecular en funcidn de la distancia migradas
al tener.sblo 2 puntos se obtuvo una linea recta en 1a que
se hizo la extrapnlacidn para obtener los pesos molecul ares

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

. diados.

Grupo I (Cuadro &). Todas las cepas de la poblacion del brp



te  epidémico presentaron de uno a cuatro fragmentos de ADN.
L.os pesos moleculares relativoslvardaron de 2.3 a ﬁO.S MDa.
Las cepas que preseﬁtaron el mayor numero de fragmentos fue-—
ron: ocho cepas tuvieron un patron de cuatro bandas; en dos
de éstas el patron de bandas fue semejante (cepas 9 y 10)
con pesos moleculares relativos de 15, 14, 9.5 y 2.5 MDa.

Las 6 cepas restantes fueron diferentes entre si.

Grupo 11 (Cuadro 7). Solamente se estudiaron 20 cepas se-
leccionadas al azar, de las 31 que se aislaron del medio am-
biente hospitalario. Nueve de las 20 cepas (454) probadas no
presentaron bandas de material extracromosomal. Nipguna pre-
sentd 4 bandas de ADN vy soclamente la cepa 32 tuvo 3 bandas
con pesos moleculares relativos de 23.5, 8.3 y, 1.959 HMDa.
" Las cepas restantes presentaron de una a dos bandas cuyos pe

508 moleculares aproximados fueron de 1.95 a 8.3 MDa.

Grupo 111 (Cuadro 8). Solamente se estudiaron 20 cepas se-
leccionadas al azar, de las 63 obtenidas de la comunidad. On
ce de las 20 cepas (55 %) no presentaron bandas de material
-extracromosomaf. Solamente dos cepas dieron 3 bandas diferen
tes con pesos moleculares relativos de 29, 16,5, v 2.5 MDa
para una de ellas (S2) y 24, 14 y 5.4 MDa para la otra (70).
‘Laslotras siete cepas presentaron de 1 a 2 bandas, cuyos pe-
s0s moleculares relativos fueron de 4.75 a 26 MDa.

En el Cuadro 9 se puede observar 1la frecuencia

de los diferentes pesps moleculares relativos del material
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esxtracromosémico obtenido de las cepas de Klebsiella ozaenae
de las tres diferentes poblaciones estudiadas.

fueremos destacar gue en las cepas del brote epi
démico hubo uwna gran dispersidn de pesos moleculafas, pero
predominaran aquellas bandas que corresponden a los siguien-—

.tes pesos mpleculares relativos @ de 185.0, 14.5, 14;0, 9.5
y 2.5 MDa. En las cepas del ambiente haospitalario los frag
mentos mas frecuentes son los gque tienen pesos mplecul ares
relativos de 8.3 y 2.2 MDa; mientras gue en las cepas de la

‘comunidad los pesos moleculares relativos mids frecuentes fug
ron 23.0 y 14.0 MDa. '

Las Figuras 1, 3 y 8 corresponden a las graficas
de los pesos moleculares relativos en funcidn de la distan-
cia de migracion de c;da uno de los Grupos estudiados: en
taﬁto que las Figuras 2, 4 v 6 son las fotografias de las e-
lectroforesis del material genético extracromosdmico de 1os
grupos mencionados anteriormente,

Como puede observarse, so6lo dos cepas del medio
‘ambiente hospitalario (cepas 23, 33) comparten fenotipos de
reconocimiento con 1a mayoria de las del Grupo I (brote nosg

comial).

Clasificacion Bioquimica. Para la aplicacién de la Teoria de
Descriptores Minimos de Rulz-Shilloper, se utilizd como refe-
rencia la cepa  de Klebsiella oraenae ATTC 11296. Se compa-

raron tres métodos de clasificacion para Klebsiella oraenae:
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a) Clasificacidn de Brenner (104).
b) Frueba de descriptores minimos de RuiiFShUIDper {i1s64).
c) Utilizacidn de 34 caracteres biogquimicos de Klebsiella

ozaernae (99-108).

Se establecio el indice de concordancia (165) en
tre los tres metodos, comparando en cada caso dos de ellos:
Brenner y Descriptores hinimos, Brenner y 34 caracteres bio-
quimjcos, Finalme&te 27 Descriptores M;nimos y 34 caracteres
pioquimicos; encontrando el mejor Indice de concardancia
(Ka= '0.6025) cor el método de Brenner y 27 Descriptores Mini
mos. 8e tuvo menor indice de concordancia con Erenner yv >4
caracteres bioquimicos con un valor de Ka = .50, el valor
de Ka = 0.6025, seguin Ladis y Koch corresponde a una concor
dancia moderada; el indice de concordancia de 27 Descrﬁptu—
res Minimos vy 34 caracteres bioquimicos tuvo un valor de Ka

< 0.50,

Minimo de Pruebas PBioquimicas para Identificar una Cepa.

lLa aplicacidn del método de Descr;ptures Minimos propuesta
por Rulz-Shilloper (144) permitid establecer 14 PruebAS Bio-
quimicas como el Minimo para identificar las especies de la
Tribu Klebsiellae (Cuadro 11); Los resultados del .vrudio de
653 cepas de Enterobacterias con este método mostrarch que

. solamente 543 cepas pertenecieron a la Tribu Klebsiellae.



CUADRO 1

ORIGEN DE LAS 114 CEPAS DE KLEBSIELLA OZAENAE ESTUDIADAS

¢ R U P O T G R U P O IT G . R U P O IIT
CEPAS CAUSANTES DEL BROTE CEPAS AISLADAS DEL AMBIENTE CEPAS AISLADAS DE LA COMUNIDAD
HOSPITALARIO EXTRAHOSPITALARIA
NUMERO DE NUMERO DE NUMERO DE
UCTO BIOLOGICO PRODUCTO BIOLOGICO PRODUCTO BIOLOGICO
PROD CEPAS CEPAS CEPAS
HEMOCULTIVO - 18 CULTIVO DE: ropa, manos 31 * COPROCULTIVOS DE: 30
de personal médico, para (preescolares del
médico v superficies de Distrito Federal)
LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO 2 objetos inanimados de sa
las diferentes a la Sala ° COPROCULTIVOS (de
de Neonatologia. nifios sanos de una
comunidad rural de
Querétaro) 33

* De nifios preescolares sanos del sur de la ciudad de México.

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




CUADRO 1

ORIGEN DE LAS 114 CEPAS DE XLEBSIELLA O2AENAE ESTUDIADAS

G R U P O 1 G R U P O IT G R U P O IXY
CEPAS CAUSANTRES DEL BROTE CEPAS AISLADAS DEL AMBIENTE CEPAS AISLADAS DE LA COMUNIDAD
HOSPITALARIO EXTRAHOSPITALARIA
NUMERO DE NUMERO DE NUMERO DE
PRODUCTD BIOLOGICO CEDAS PRODUCTO BIOQLOGICO CEPAS - PRODUCTO BIOLOGICO CEPAS
HEMOCULTIVO ’ 18 CULTIVO DE: ropa, manos 31 * COPROCULTIVOS DE: . 30
de personal médico, para (preescolares del
médico y superficies de Distrito Federal)
LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO 2 objetos inanimados de sa ’
las diferentes a la Sala . ° COPROCULTIVOS {de
de Neonatologia., ’ nifios sanos de una
comunidad rural de
Querétaro) 33

* De nifios preescolares ganos del sur de la ciudad de México.

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




s CUADRO 2

UTILIDAD DE DIFERENTES METODOS DE TIPIFICACION DE 114 CEPAS KLEBSIELLA OZAENAE

Frecuencia relativa de los perfiles bioquimicos mé&s comunes de acuerdo al origen de las cepas
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car s@vremeccta@e@e-reatimvhirrs et trt 100,03,00,83,012 o“a
! s WD eeeeant O~ -Q."-'o'o"-'o‘--fgﬂo000'vnf
.
¢ » cej atrén Klebsiella ' L - . vt et e s vren At
P pa patrd ezfonae, ATTC 11296 Oreacciones diferentes
{ ) ntmero de cepas en cada grupo. '

a,b,c,d. Patronés bioquimicos m&s frecuentes en los tres grupos estudiados.
1 -3¢  Sustratos bioguinicos probados: (clave en el texto, piginagz ). : T Coa
@ Patrdn comPartido _ . o '.‘,"°'P",» "_'gl'-_? _fracusntey

kg o




cuasro 3
UTILIDAD DE DIPERENTES HZTODOS DE TIPIPICACION DE 114 CZPAS KLEBSIPLIA QZACNAR

Frecusncia relativa de 10a patrones da raststencia a sntintcroblanae
nls conunes de acverto al origen

wﬂ

BUSCEPTISILIDAD A PATRON D2
AHTINICRODIANOS PROMADOS NUNERO DE CEPAS  PRICUENCIA
AM, CB, PP, CP, R4, Y4, GM, AK, A, THP/RNZ, P, ON, IC .
A, Cb, PP, M, KM, GN, BA, THP/ENZ, 4, ¢ 119 a0
M, C, a4, X, OM, BA, TMP/EMZ, o, ¢ 720 1/20
dhaw, oo, 4, K1, oM, TH/BAZ, N, TC 11,2,3.4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14.15  15/30
A, o8, PP, 54, K, an, w18 1/20
‘an, c8, EN, KM, 8A, THR/B2, P, it 1/10
e, c8, 8, e, @, 1 1720
QRURO XX [a=Nl}
ax, ca, 4, 104, GN, ™/, oA, TC 123,3) n
I, c8, P2, CT, BN, 1% o, 20,48 ¥
A, CB, 4, BA, ™MP/8Q, O, £23 mm
an, cs, BN, KM, OM, X, w© 20 i
a, co, M, K, BA, TO/8RI, O, 33 173
i, 84, K4, GH, AX, @, e 28 m
a, co, p?, m, o, ¢ 4,5 n
M, 5, 14, A, TRP/SHZ, o i
m, M, KA, of, 22 7R
A, 8, /e, P, 2 Vi
a, x, oK, ~ 27 1/
A W, GH,  BA, n i
», e, GH, o, 38,42 . m
o, =, ™/, 2, 4 m
an, W, ot v, @ ”m
A, B, KM, oM, “ 1”1
», BA, THP/SMZ, 26 im
o, /8, 1 24,32 /3
A, s, BA, TMR/EMZ, 2 ”m
A, oo, o, 36,4 n
An, ca, 8A, TNP/SKZ, » m
a, o, ™, ¢ 40,44 m
Coe s, =, x 5 1
o, AX, © 3 m
QPG 311 (nefd)
oM, 8, 6K, Y, CM, AKX, © 69,09 E73]
an, c», s, m, /e, © 52 1763
a, co, s, m, o, ¢ 58 1783
ax, cn, i, 8, TIR/EKE, T s 1763
A, cn, 4, KM, oM, : ¢ 96,109 2/6
a, cn, M, K, ¢ 82,99 . e ¢
o, c», M, CM, AK, * 4 1/63 O
an, cn, ", a, ¢ 5 /6
aw, oo, o1, o, o, ] 1/6
an, o, ™, - rON 64,100,108 . /8
an, oo, a, © 1/6)
a, con, ", on, , aator 2/6)
N, o, o, 1 : /6
™, oh, AR, < 73,8),00 /6
AN, cn, ™, T /6y
n, o, oL e 76,01,92 /63
o, &, /9, ¥, ” 1/63
4, 0, a, o, 7 3/6)
A, cn, B, /8, 100 : 1/6)
o, &, r, 01 1/6) ‘
AN, Cp, €, 2% /6y
a», 8, B, 54,€69,85,110 4/63
o, m, o, §6,113 /63
ax, o, o, 3} 1/6)
o, B, o, 10,78 /63
54, 1, n, 20 1/63
BA, o, ¢ 82 1/63
~, ", s, 89,95 276
ne, L o, 90,108 /6
M, ca, PP, [N 1763
A, o, a, 7,110 /63
»n, ™ 102 1/63
AN, o9, 57 176
e, £, 59,100 /6y
8, ™/, 61,72,91,104 /8
*65.82, 889012 L3
* o presentaton patedn de resistencis [ n) WNimero de cepas an cads grupo
M = Anpiciling © e Cacbeniciline PP = Plperacitina
CP = Cofotoalma 5M = Eetreptomicine Kt » Kanamloins .
GN = Gontamicing AK © Amlkacins 8A = Mylfadissine
TW/SME =« Telmotoprim-sul famatoxaral ? = Purarolidona
€M = Cloranfonirol TC = Tetracicline D pardn compartide
R I 1 més frecysptes




CUADRO 4

UTILIDAD DE DIFERENTES METODOS DE TIPIFICACION DE 114 CEPAS DE KLEBSIELLA om\gmg

'Frecuencia relativa do loa patronon de reasistencia a ietales pesados '
méns comunes de acuerdo al orligen de las cepan

GRUPO__ ¥ , (n=20)

SUSCEPTIBILIDAD A METALES PESADOS, PATRON DE RESISTENCIA

METALES PESADGS PROBADOS NUMERO DE CEPAS FRECUVENCIA

Fa, Mg, Hg, Cu, Co, Fb, Cr, Zn, Li, As

§Ppra, o, Zn, Li, As 1-20 " 20/20
GRUPO _I1X {nw3})
¥a, cu, Co, Pb, 2n, 1L, As 36 1/31
¥s, cu, b, Zn, Li, As 22,41 z/31
Pe, Cu, Co, b, 14, As 30, 1/31
Fe, Cu, Pb, Cr, 11, Am 31,48,50 i/
€D re, b, Zn, L, As 21,23,28,29,32,33 /31
, 35, 36,38, 39,42, 44,47
Yo, Pb, Li, As 27,37 /3
Yo, cu, Ly, 25,43, 46, /s
Fe, Pb, ) As 34 1/31
Ye, Li, As 40 : 1/31
' Zn, Li, As 4 1/3
Pb, Zn, L4, 49 h V4
Pb, L, Ae 51 1/31

53,54,55,62,65,69,74,7¢,80,83,84,86,88 ,
Ya, Cu, Ph, Zn, L, As o '9‘34’93’ 'ol,loﬂll 15114 A p/Gl
. $2,56,58,60,64,66,70,72,75,77,79, 61,82,
O, Ph, %, 1L, As 96,30,92.93,97, 100,104, 105,106,110, 113 28/63
Te, P, Ly, As §7,63,67,13,87,96,109,112 8/63
Cu, b, L1, As 59,68,7¢ . /63
Zn, 1, As 91 1/63
Te, Li, 61,76 2/63
B, 1, 83 . 1/63
1i, As 85,103 © /63
Cu, 14, - 95 1/63
Te, Zn, 107 1/63
; i, 101 1/63
{(n) Nimero de cepas en cada grupo
Fe = Cloruro férrico Ph = Acetato de ploro
Ag = Ritrato de plata Cr = Cromato de potasio
Hig = Cloruro mercurleo Z2n = Sulfato de cinc
Cu =« Bulfato de cobre Li « Cloruro de litio
Co = Nitrato da cobalto As = Arseniato de modio

@ Patedn G ompartido D Patronss miés frecustes



CUADRD 5
UTILIDAD DE DXFERENTES METODOS DE TIPIFICACION DE 114 CEPAS DE KLEBSIELLA OZAENAR

Frocuencia relativa ‘de los patrones klebocinicos mis comunes de acuordo Sl.orlgon de las cepas!

GR 1 (n=20) ) i
* PATRON KLEBOCINICO : NUMERO DE CEPAS FRECUENCIA }
o4 4 4 4 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,18,19,20 19/20

1311 17 1/20
GRUPO _ II a

# PATRON KLEBOCINICO

o111 1 24,28,30,35,36,38, 41,42, 44,48, 50 ‘ 11/31
&4 4 4 21,22,23,26,31,33,43,47 : a/31
1211 27,32,40 3/3L
4 4 2 4 25,46 2/31
43 4 4 29,45 2/31
4 4 23 39,49 ' 2/31
1311 37 1/31
4 411 51 1/3
32 21 34 1/31

GRUBO _ IXZ -

* PATRON KLEBOCINICO

O4 4 4 4 gg:ingiags.69,70,71,74,75,77,79,ao,a4,ee,9o, 18/63
1111 i:;f’fiﬁfifi'“'”'”'”'“'95'”"1°°'1°f'1°’ . 17763
1.2 11 55,59,60,62,68,73,78, 99,111,132 10063
4 4 24 53,92,102,108 4/63
4 4 23 sv,ea.,ez,as, ' 4 4/63
1311 72,76,114 - 3/63
43 4 4 85,96 2/63
1111 87 ) 1/63
12231 105 ' 1/63 -
24 2 4 103 1/63
4 2 4 4 64 . 1/63
2111 a3 ’ 1/63

{(n) NGmero de cepas en cada grupo
. De acuerdo al criterio de Farmer
1 Sensibilidad del crecimiento a ambtos extractos (cepas productoras nfimero 114,902) .
2

Sensibilidad al primer oxtracto (cepa productora nimero 823) y resistencia al se-
gundo {cepa productora numerc 525).

I = Resistencia al primer extracto (cepa prod D-33) y sensibilidad al segundo
{cepa productora D-40),

4 = Resistencia del crecimiento a los dos extractos {cepm pmductor‘i'n nmoro L-4,X-6).
@ Patrdn compastido 3 Patranss  mis  frecuentas




CUADRD 6

PATRON DE MATERIAL GENETICC EXTRACROMOSOMAL DE CEPAS DE KLEBSIELLA OZAENAE
(CEPAS CAUSANTES DEL BROTE)

G R U P O I

CEPAS CON FRAGMENTOS SIMIT.ARES

CEPAS CON FRAGMENTOS DIFERENTES

PESO PESO
- NUMERC DE CEPA . NUMERO DE CEPA
CEPAS CON PATRON CEPAS NUMERD MOI(,ECU?AR CEPAS CON PATRON CEDAS RO MOI(:ECU?AR
DE 4 BANDAS 2 9, 1o 15.0, 14.0, DE 4 BANDAS 6 1 28.0, 1ls6.5,
9,5, 2.5 - 12,5, 5.3°
2 30.5, 23.0,
K 18.5, 15.0
4 15.0, 14.5,
5.5, 5.3
13 14.8, 14.5,
9.5, 2.3
15 25.0, 12.2,
9.5, 2.3
18 28.0, 14.5,
77, 2.3
DE 3 BANDAS 3 5, 6, 7  14.0, 9.5 DE 3 BANDAS 2 14 24.5, 7.8,
2.5 2.3
19 12.0, 7.2,
2.3
DE 2 BANDAS 3 8, 11, 9.5, 2.5 DE 2 BANDAS 2 3 26.0, 2.3.
' 12 17 14.5, 2.3
DE 1 BANDA DE 1 BANDA 2 16 2.3
20 12.1




CUADRO 6

PATRON DE MATERIAL GENETICO EXTRACROMOSOMAL DE CEPAS DE XLEBSIELLA OZAENAE

.G-R U P O I

(CEPAS CAUSANTES DEL. BROTE)

CEPAS CON FRAGMENTOS SIMILARES CEPAS_CON FRAGMENTOS DIFERENTES
PESO PESO
- NUMERO DE CEPA . NUMERO DE. CEPA
CEPAS CON PATRON CEPAS NUMERO MOI(:DEIH(}}IBJ])LAR CEPAS CON PATRON CEPAS NUMERO mr(ﬁg:?m
DE 4 BANDAS 2 9, 10 15.0, 4.0, DE 4 BANDAS [ 1l 28.0, 16.5,
9.5, 2.5 12,5, 5.3°
2 30.5, 23.0,
18,5, 15.0
4 15.0, 4.5,
9.5, 5.3
13 14,8, 14.5,
9.5, 2.3
15 25.0, 12.2,
9.5, 2.3
18 28.0, 1A4.5,
2, 2.3
DE 3 BANDAS 3 5, 6, 7 14.0, 9.5 DE 3 BANDAS 2 14 24.5, 7.8,
2.5 2.3
19 12.0, 7.2,
2.3
DE 2 BANDAS 3 8, 11, 9.5, 2.5 DE 2 BANDAS 2 3 26,0, 2.3.
12 17 14.5, 2.3
DE 1 BANDA DE 1 BANDA 2 16 2.3
20 12.1




CUADRO

7

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

G RU PO II

CEPAS CON FRAGMENTOS SIMILARES ) CEPAS CON FRAGMENTOS DIFERENTES
PESO PESO
NUMERO DE CEPA NUMERO DE CEPA .
CEPAS CON PATRON  (roac’ | yinmeo Mo%ggg}.z\n 'CEPAS CON PATRON ' rpaq NUMERO MO%SDCS)LAR
DE 3 BANDAS 1 32 23.5, 8.3
1,95
DE 2 BANDAS 5 23, 33, 8.3, 2.19 DE 2 BANDAS 2 34 3.7, 2.19
35, 36,
a1 40 8.3, 1.95
DE 1 BANDA 2 47, 48 8.3 DE 1 BANDA 1 42 5.2

Las cepas No; 21, 22, 24, 25, 26,

30, 31, 45, 50 no

pregentaron bandas de material genético extracromosomal.



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
PESO
NUMERO DE CEPA
EPAS 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
Y 65 14.0," 5.2
73 24.0, 13.5
80 29.0, 4.75
DE 1 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.




CUADRO 9 -

FRECUENCIA DE PESOS MOLECULARES DEL MATERIAL EXTRACROMOSOMICO OBTENIDO DE CEPAS DE
KLEBSIELLA OZAENAE EN LAS DIFERENTES POBLACIONES ESTUDIADAS

POBLACION I POBLACION II POBLACION IITI

£ d/cm P.M.x(MDa) d/cm ___P.M.x(MDa) d P.M.x(MDa
’ 1 24,0
14.0
29.0

1

2

e e e e s e s
HN e

o s e
FHERENDOYM
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wWwwHrNo
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vvwuubsLdOANOD
NONOJUIUINOSS

9.
9.
6.
4.
3.
5.
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~SNpououo v

CHERREBRODD WS

RFHEEEENNNDDDW
GNHRDDLDPOAOWAPOONUININD GAED Y

NOUUBADLDLPWNNODNDHEONNUNDRUORER
.

couvuUublhoOoWVOINIWULINODOALVLINNROW

oMMNOODUVMUIOVULUOUTWWNDNOOOoOULMO UL

BPHHEHEPRHEEFREPRERONMDNONNDWDUOR

Plasmidos de Referencia Plasmidos de Referencia Plasmidos de Referencia
d P.M, d P.M, d P.M.
(cm) (Mpa) (cm) (Mpa) (cm) (MDa)

pRSDy 2.3 30.0 PRSDy 2.0 30.0 PRSDy 2.1 30.0

pEWD pEWD PEWD
299 8.5 5.2 299 8.5 5.2 299 8.5 5.2

£ = frecuenciam= No. de bandas/ No. total de cepas analizadas P.M. = Peso molecular

d/cm = distancia de migraciSn del material genético (MDa) = Mega daltones
extracromosomal en centimetros



CUADRO 10

UTILIDAD DE CUATRO METODOS DE TIPIFICACION PARA‘IDENTIFICAR'A LAS 'CEPAS DE
. KLEBSTELLA OZAENAE, CAUSANTES DE UN BROTE EPIDEMICC INTRAHOSPITALARIO ¥
i DIFERENCIARIAS DE LAS NO RELACIONADAS CON EL- MISMO

METODO DE TIPIFICACION

INDICADOR PRUEBAS RESISTENCIA A SENSTBILIDAD RESTSTENCIA A
BIOQUIMICAS  METALES PESADOS A KLEBOCINAS  ANTIMICROBIANOS

Sensibilidad 95.0 % 100.0 % 95.0 % < 85.0 %
Especificidad , 84.0 % 58.5 % 71.3 % 97.8 %

" Valor predictivo positivo 55.9 % 33.9 % 41,3 % 88.2 %'
Valor predictivo negativo 98.7 % 10:0.0 % l 98.5 % 96.8 %
Eficiencia ‘ 85.9 % 65.7 % S 154 % 95.6 %
Sensibilidad = —;;Vf;f;— X 100 Especificidad = —v;l'f‘—-f;- X 100
Valor predictivo positAivo =P ___ 100 Valor predictivo negativo = —_— X 100

vp + £p vn + £n
Eficiencia = ¥p * vn X 100

vp + vn + fp + £fn

vp = verdaderos positivos . ) vn = verdaderos negativos
fp = falsos positivos £n = falsos negativos



MQa

PESO MOLECULAR

PRSD | {Peso Molecular 30.0 MDa)
Plosmido de Referenclo

<pEWD 299 (Peso Molacular 5.2 MDa)
Plasmido de Refarencla
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Flgwa 1 Peso Molscular relativo del Materlal Extracromosomal de 20 ¢epos de
Klebsislin ozaenae (Brote Hospitalario) Hospital depediotria CMN, IMSS.




PATRON DE MATERIAL GENETICO EXTRACROMOSOMAL DE KLEBSIELLA OZAENAE

Poblacién I. Cepas de brote epidémico

Figura 2. Carriles 1-20 fotograffa del material genético extracromosomal de 20 cepas de Klebsiella ozaenae del
brote epidémico, carril 21 plésmido de referencia pEWD 299 (Peso Molecular 5.2 MDa), carril 22 plis-
mido de referencia pRSD1] (Peso Molecular 30.0 MDa)

or = cromosoma bacteriano
[of carril No. 1 - 20
1 - 20 = cepa nfimero: 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20 T



PESO MOLECULAR
Mgs

]

«DRSD, (Peso molaculor 30.0MD o)
Plosmido de Referencio

*pEWD 299 (Peso Molecukr 5.2 MDa)
Plasmido de Referencia
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Figuwro 3.Peso Molecular relativo del Material Extracromosomal de 20 gepas de Klebslella ozaenae
{ Medio Ambiente Hospitalario), Hospita! de Pediatria CMN, IMSS,




PATRON DE MATERIAL GENETICO EXTRACROMOSOMAL DE KLEBSIELLA OZAENAE

Poblacién II. Cepas: del ambiente hospitalario.

Uw

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

cr = cromosoma bacteriano

¢ = carril nlmero 1 - 20
1-20 = cepa nfimero: 21,22,23,24,25,26,30,31,32,33,34,35,36,40,41,42,45,47,48,50




PESO MOLECULAR

MDs

Oa

«~PRDS] (Peso Molscular 30.0 MDa)
Ploamido de Referencia

< pEWD 299 (Peso Molecular 5.2 MDa)
Plasmido ds Referencla
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Figura 5. Peso Moleculor relatlvo del Moterlal Extracromosomal de 20 cepas de Kiebslelly ozasnog
( Comunidad Extrahospitaloria) Hosplial ds pediotrla CMN, IMSS
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PATRON DE MATERIAL GENETICO EXTkACROMOSOMAL DF, KLEBSIELLA
Poblacién III.

OZAENAE '

Cepas de la comunidad

Fiqura 6. Carriles 1-20 fotografia del material genético de 20 cepas de Klebsiella ozaepae de la comunidad,
carril 21 pldsmido de referencia pEWD 299 (Peso Molecular 5.2 MDa), carril 22 plismido de referen
cia pRSD; (Peso Molecular 30.0 MDa)

cr = cromosoma bacteriano

¢ = carril No. 1-20

1-20 = cepa nfimero: 51,52,53,54,55,60,65,66,67,68,69,70,72,73,74,75,76,77,78,80



CUADRO 11

" PRUEBAS RIOQUIMICAS PARA IDENTIFICACION DE LA

TRIBU KLEBSIELLAE

AZUCARES NO AZUCARES

No. Prueba Substrato P.l.*% Né.Prueba Substrato P.l.*%
2 @ Lactosa 1.00 9 Malonato Q.96
) Xilosa 1.00 4 @ C. Simmons 0.87
12 ‘Ramnosa 1.00 1 eHs 0.78
13 Blicerol 0.7 g @ Urea 0.72
1 @ Gas Glucosa Q.60 10 KCN 0.65
3 @ Roijo de Metilo 0.60 12 Mucato 0.58
) Sacaroéa 0. 60 13 Tartrato 0.58
9 Salicina 0.50 3 @ Indol 0,52
11 Manitol Q.50 2 @ Movilidad 0.52
4 . @ V-p 0.40 | b @ Arginina .51
10 ; ’ Esculina 0.40 11 Fenilalanina 0.47
8 ' Salicina 0.25 8 @ Ornitina 0.41
9 Sorbi tol 0.2 7 @ Lisina 0.38

% P.l. = peso informativo de la prueba i.
L.a escala relativa entre 0 y 1 refleja la importancia relativa de cada una de
las pruebas.

@ = Corresponden al minimo de pruesbas bioquimicas para la identificacion de
las especies de la Tribu Klebsiellae.

i
i
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DISCUSICON
El manejo y control de las 1ﬁfeccinnes nosocomiales, consti~
tuyen un problema de salud publica que tiene repercusidn en
la mDrbiletalidadbhospitalaria, asi como en la economia de
_un pais (1-10, 141-150).
Eﬁ el Hospital de Pédiqtria del CMN, IMSS, la in
cidencia de infecciones nosocomiales en el perlodo 1982-1985
fue de 9.1 por cada 100 egresos, con 1.1 infecciones por pa-
ciente. Durante égte lapso, el segundo agente patogeno en
frecuencia pertenecia al género Klebsiella (K. ozaenae) (1Q),
La ocurrencia en el servicio de recién nacidos de un brote
de infecciaﬁ nosocomial {(en la seccidn de pacientes no infeg
tados) cuyo agenfe etinldgico fue Klebsiella ozaenae, permi-
tid realizar un estudio con 5 diferentes marcadores microbip

logicos y analizar su importancia epidemioldgica. .

Para cumplir con nuestro primer objetivo, utili-
zamo% S diferentes metodos de tipificacidn: 1) Determinacidn’
de Biotipo o Biovar, 2) Susceptibilidad a Antimicrobianos,
3) Susceptibilidad a MHMetales Pesados, 4) Susceptiﬁilidad a
Klebocinas y 35) Andlisis del Patron de Material Genético
Extracromosomal, para diferenciar a las poblaciones microbia
nas involucradas en el brote de infeccidn nosocomial por
Klebsiella ozaenae, de los microorganismos que colonizan el
Hospital de Pediatria del CMN, IMSS, y establecimos la hipd-

tesis de que 1a descripcidn de la presencia o ausencia de
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material extracromosémico en las cepas de Klebsiella oraenae
proporcionaria la informacion mas util para distinéuir a las
poblaciones microbiénas involucradas (113-133).

En general, en un brote de infeccidn nosocomial
se estudian tanto cepas causantes del brote (en nuestra caso
Grupo 1), como las aisladas del ambiente.hospitalaria (Grupo
II); En este estudio, se incluyeron ademas, cepas aisladas
de nifios sanos de una comunidad, péra tener un grupo contras

te o testigo por su diferente origen {(Grupo II1I).

Marcadores Utilizados

Biotipo. Esta determinacidn estd basada en las propiedades
morfoléogicas, metabédlicas, crecimiento y replicacion del mi-
‘croorganismo en un medio tolerante (34, 94-111). La determi-
nacion del biotipo no es un cardcter gue se estudie en forma
aislada, por el contrario, se a;ocia en diferentes combina-
ciones a otros marcadores. Ejemplos: Cepas de £. colil del s
rogrupo 0157: H7 gue no fermentan el sorbitol, productora de
_ toxipas y factor de adherencia localizado (161-142); la fer-—
mentacion de lactosa y otros azacares por E. celi (EPED)
productora de toxinas termoléabil y termoestable, con patro-—
nes de resistencia a Antimicrobianps y Metales Fesados (49).
8in embargo, cuando se ha comparatdo la determinacion de Bio-—
tipo caon otros marcadores. ejemplo: patrdan de plasmidos, no
se encuentra una buena correlaciﬁn (115117, 120-125, 129-

133) e incluso algunos autores lo consideran de escaso valor
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(49, 113-1246),

En las cepas estudiadas pﬁr nosotros la caracte—
ristica bioquimica de las cepas presentd una clara diferen—
ciacién en el 95 % de las cepsas causanteé del brote, va que
‘el perfil bioguimico de éstas (lactosa +, Citrato de Simmons
+y lisina — ) solamente ocurrid en el 16.1 v en el 22.4 %4
de las cepas del ambiente hospitalaric vy de la comunidad,
respectivamente (Cuadro 2). El § 7 restante de las cepas del
brote compartid caracteristicas bioquimicas‘(lactosa +, Ci=-
trato de Simmons — y lisina -—) 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 hnr:entajes encontrados sugieren lo
contrario, es decir, que el brote se inicid en l1a sala de re
cién nacidos con la diseminacidn ulterior al ambiente hospi-
talario, fendmeno yé descrito en la literatura (113-133). Ca
be destacar, que las cepas del ambiente hospitalario y de la
comunidad practicamente fueron indistinguibles, vya que com-
partieron caracteristicas biogquimicas semejantes en los cua-
tro perfiles encontrados (Cuadro 2).

A pesar de gue la biotipificacion, no se conside
ra un marcador epidemioldgico confiable, debido a que no es
una propiedad genétiéa estable, ya que se ve influido por
las condiciones del medio y por la presencia de material

extracromosdmico (34, 49), en nuestro caso, con una pobla—



cidn bacteriana muy homogenea en sus caracteristicas, como

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

Susceptibilidad Antimicrobiana. l.a multiresistencia de los
patédgenos nosocomiales difiere significativamente en el ti-
.po vy severidad de infeccidn que causans sSu manejo y respues-—
ta a los tratamientos terapéuticos tradicionales es dificil,
‘1o cual se refleja en los altos indices de morbiletalidad
hospitalaria (113133, 163).

La tipificacidn.por patrones de susceptibilidad
antimicrobiana es el gue con mayor frecuencia se usa en el
medio hospitalario como marcador epidémiolbgicn (12-14, 113~
129, 163). Los resultados en nuestro trabajo, confirman la
importancia de este tipo de estudios durante brotes epidemi-
cos dentro de los hospitales, ya que 17 de las 20 cepas mos-
traron resistencia a miltiples Antibidticos (8 a 10 Antibid-
ticos), mientras gue solamente‘2 cepas del ambiente hospita-
lario vy ninguna de la comunidad mostraron este patrdn. Llama
‘la atencién la elevada frecuencia de resistencia a Antibidti
cos (hasta S aﬁtibibticos) observada en las cepas del ambiep
te hospitalario, vy éan en la comunidad, aunque cuando las ce
pas mads frecuentes del hospital no son en este aspecto seme-
jantes a las de la comunidad (Cuadro 3), hecho que sugiere
la‘existencia de un fendmeno de seleccidn por presidn del
uso de antimicrobianos, gue se ha descrito en los hospitales

(113-133, 141),
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(113-133, 141).



En la actualidad, el patrdn de susceptibilidad a
antimicrobianos es considerado como un marcador presuntivo,
que puede o no correlacionar con otros fenotipos de reconoci
miénto. Las limitaciones del método de Susceptibilidad Anti-
micrdbiana incluye el tipo del microorganismo en los gue se
puede aplicar (germenes de crecimiento lento como
Haemépﬁilus Influenzae [} germenes anaerobios como
Clostridium difficile). Géneralmente la informacidn de la
multirresistencia antimicrobiana se asocia a la existencia vy
diseminacidn de factores R (113—133, 137, 141, 143, 163),
que puede ser debida a un s6lo plasmido o a genes cromosoma-

les preexistentes (113-133, 163).

Susceptibilidad a Metales Pesados. La tipificacidn por este
~método se aplicd inicialmente a las cepas en las que se uti-
liza la serotipificacidén como uno de los métodos de eleccidn
primaria (42~52, 54, 85). En la actualidad se sabe gue algu-
nas de las resistencias a metales pesados se encuentran codi
ficados en transposones (Tn 10, resistencia a mercuria), lo
que disminuye la sensibilidad del método ya que este fenoti-
po al estar codificado por un elemento mévil en el genoma
bacte}iano puede dar resultados no siempre reproducibles
(42-52, 54, 114-124, 131). ‘
Aparentemente la combinacidn de Riotipificacion,
Susceptibilidad a Antimicrobianqs, a Metales Pesados, produg
cidn y Susceptibilidad a Bacteriocinas, pueden proporcionar

informacidn valiosa en los brotes epidemiolégicns; Existen



reportes en ' los que la resistencia a un sélo metal pesado
(Ag, 3B) fue (til como marcador epidemiolégico (50-55, 131).
A pesar de gue las cepas del brote de infeccidn

nosocomial mostraron un patrén uniforme de resistencia a me-
. tales pesados'(Fe, Fb, Zn, Li vy As) fue un indicador epide-
mioldgico poco confiable porque el.45.1 y el J9.62 % de las
cepas de los Grupos II y III compartian esta misma caracte-
ristica (Cuadro 4;. Llama la atencion la semejanza entre las
cepas del ambiente hogpitalario y de la cDmUnidad, ahora con

respecto a esta-caractefistica, io cqal sugiere una gran di-
seminacidn de factores R, tanto en el medio hospitalario co~'
md en la comunidad. Nuevamente en ei-Grupu II, aparecen las

dos cepas que comparten Biotipo, Patrdén de Susceptibilidad
Antimicrobiana y Metales Pesados, con las cepas causantes

del brote.

Susceptibilidad a Bacteriocinas. Es un ﬁétodo originalmente
utilizado para suplir al método de serotipificacidn de
E. coli (57, &0-63, 65-91) que més tafde se aplicd a otros
géneros con buenos resultados, ejemplo:s Enterﬁbaéter spp.
(92) qué es una especie que no tiene procedimientos de tipi
ficacion estandarizados.

En nuestro trabajo, el patrén predominante en el
Grupo I (patron klebocinico 4444, sequn el método mnemo-
técnico de Farmer) estuvo presente en el Grupo II (25.8 %) vy

III (30.1 Z), respectivamente., Las caracteristicas de las ce
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pas de Klebsiellé con este metodo son sesejantes a lo obser-—
vado con la Susceptibilidad a Metaies Pesados: hohogeneidad
en las cepas del bréte, que se agrupan solo en dos patrones
Yy heterogeneidad semejante en ias cepas del ambiente hospita
lario v de la comunidad, asl como la pobre utilidad como mar
cador gpidemiolégico independiente.

La forma en gue se reportan los resultados obte-
nidos en esta técnica no son unifokmes, va que diferentes au
tores han utilizado sistemas diferentes, generalmente de ti-
po mnemotécnico (76, 82, 85, 84, 89, 92) o bién e le asoFia
a otros fenotipos de reconocimienteo (57, 58, 60.

Al analiiar nuéstra informacidn con los 4 prime-

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

ciencia, que la Susceptibilidad Antimicrobiana fue el mis e~

ficaz (95.6 %) y en orden decreciente, la determipnaciéon del
biotipo (85.9 %), Patrédn Klebocinico (75.4 %) y finalmente
la resistencia a Metales Pesados (68,7 %, Cuadro 1(). Este
analisis estadistico no se aplicd al Patrdn de Material
Genético Extracromosomal debido a la diferencia respecto al
tamafio de la muestra,‘ya que en los primeros 4 marcadores u—
tilizados se estudiaron 114 cepas en total, en tanto que en

el Wltimo marcador stlo se probaron 60 cepas, escogidas al

azar.

Patrén de Material Genético Extracromosomal. El  patrdn de
Material Genético Extracromosomal mostrd una gran heteroge-

neidad, sin embargo permitid diferenciar a las poblaciones



involucradas en cuanto a la presencia, ausencia v frecuencia
del material genético extracromosdmico. E1 100 % de las ce-
pas causantes del brote de infeccitn nosocomial presentaron
bandas de material extracromcﬁnmal, contra S5 y 45 % de las
cepas del ambiente hospitalario y de la comunidad, respecti-
‘vamente (p < 0.01). El 65 % de las cepas causantes del brote
de infeccion nosocomial presentd 3 & 4 fragmentos de mate-
rial extracromosomal, contra § vy 10 %4 de las cepas del am-
biente hospitalario vy de la comunidad, respectivamente (p
< 0.01). No podemans establecer correspondencia entre la pre-
sencia de las numerosas bandas del ma#erial extracromosomico
presentes en el GFupn I v algun fenotipo de reconocimiento.
La presencia de estas bandas pudieran corresponder a las di-
ferentes formas de ADN, o bién a las diferentes formas cligo
6éricas de éste, por lo que seriabnecesario hacer estudios
de clonacidn y transformacidn gue noslpermitieran reconocer
a las diversas bandas presentes ‘en éste primer Grupo. Sdlo
podemos suponer que las cepas 23 y 3F, gue se encontraron en
.el medio hospjtalario con los mismos fenotipos }Biotipo o
Biovar, Susceptibilidad a Antimicrobianos, Susceptibilidad a
Metales ' Pesados, Patrdn Klebocinico y Patron de Material

Genético Extracromnsomal) pudieron haber sideo consecuencia
de este brote de infeccidn nosocomial. La determinacion de
los pesos mnlecuiares de los diferentes fragmentos de ADN
fue relativa, va que al utilizar solo dos plasmidos de refe-

rencia, necesariamente nos dio una linea recta en la que se



~entrapoléd el calculo de los pesos moleculares.

Teniendo en cuenta las caracteristicas de: estan
darizacian, reproducibilidad, sensibilidad, estabilidad, ba-
io costo, aplicacién a 1la mavoria de los microorganismos y
correlacidn con la informacidn epidemioldgica, que debe de

reunir un método de tipificacidn accesible a la mavoria de

. los laboratorios clinicos. podemos sugerir gque la susceptibi

,lidad a diferentes Antimicrobianos v la determinacidn del

Biotipo fue suficiente en este caso para caracterizar a la
ﬁayor parte de ;as cepas causantes del brote de infeccidn no
spcomial .

Conviene mencionar aque los resultados de este
érabajo no se pueden extrapolar para el estudio de otras in-
fecciones hospitalariaé, ya que la decisidn sobre el tipo
de marcadores microbiolégicos a utilizar dependerd de:

1} Pl tipo de infeccidn, 2) Tipo de pacientes que son colg

nizados, J) Microorganismo gue se encuentre como agente etig

logico, v 4) Caracterisiicas del medio hospitalario.

Para cumplir con e! segundo objetivo: de£erminar
el numero minimo de pruebas bioquimicas para la identifica-
cién de la Tribu Klebsiellae utilizando la Teoria de Des—
criptores Minimos, proponemos una metodologia para lograr la
ordenacién de las pruebas bioguimicas en una escala relativa
de importancia..

Definimos el valor "peso informativo” p; cuando



p =1el o los sustratos bivauimicos son indispensables para
una identificacién bioguimica adecuada: por el contrario,
cuando después de la aplicacion de la prueba de Descriptores
Minimos (}64), p =0, estos sustratos son prescindibles v
se pueden eliminar sin temor aillegar a clasificar incorrec-—
'tamente a una bacteria.

Es posible contar con.una teoria matemdtica de
apoyo que permita.tratar adecuadamente problemas de clasifi;
cacion entendiendose por ella ‘el proceso mediante el cual
se puede determinar, sobre la base de la sucesidn de caracte
risticas de un ébjeto dado, cudl de estas son utiles para la
clasificacidn y en base a ello definir la. pertenencia del ob
jeto a una determinada clase o familia" (94-94, 97-99, 104,
109, 164). El reconocimiento de patrones es un proceso me-
diante el cudl se puede determinar la importancia de cada
uno de los rasgos que describe un cierto objieto o fendmeno
con respecto a su caracterizacién como tél vy en particular,
la pertenencia del mismo a una clase dada.

De acuerdo a nuestros resultados sugerimos utili
zar, catorce pruebas bioquimicas,‘que corresponden a & tubos
(que habitualmente se utilizan en los laboratorios clinicos).
En éstos se tienen los siguientes sustratos, en los que se
determinan los siguientes caracteres bioguimicos:

Prueba determinada.
M I O: 1) Movilidad

2) Produccion de indol



MR/ VP:

Citrato:

Ureas’

3)

4)

&)

7)

8)

9N

10)

12)

- 57 -

Descarboxilacion de ornitina

Fermentacidn de alucosa
Produccidn de gas de glucosa
Fermentacion oxidativa de lactosa

Produccion de acido éulfhidrico

Roio de metilo.—{Cabacidad de un microorganismo para
producir y mantener estables los
productos terminales dcidos de la
fermentacién de glucosa.

VDges;Proskéwer.— Determina la capacidad de algunos
microorganismos de tener como productb
final neutro (acetilmetilcarbinal) a
partir de la fermentacidn de

glucosa.

Citrato de Simmons.- Utilizacidn del citrato como

unica fuente de carbono.

Urea de Christensen.~ Presencia o ausencia de ureasa
produciendo dos moléculas de

amoni aco.

Descarboxilacién de lisina

Desaminacidn de lisina



14) Produccién de dcido sulfhidrico

Con la aplicacidn de la Teoria de Descriptores
Minimos (164) con un sistema fomputarizado, pudimps identifi
car de acuerduva 1o propuesto por Brenner (104) 653 cepas de
Enterobacterias v clasificar 543 cepas pertenecienées a la

Tribu Klebsiellae
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