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RESUMEN

Klebsiella pneumoniae (K.pn) es causa importante de infecciones nosocomiales (IN) en México y
en el mundo. Y se ha reportado cada vez con mayor frecuencia como resistente a cefalosporinas
de tercera, cuarta generacién y monobactamico por produccion de betalactamasas de espectro
extendido (ESBL). Este trabajo se describe la variabilidad clonal por centro hospitalario de las
K.pn aisladas de IN, el tipo de ESBL producida y si el origen genético de las mismas.

Métodos. Se estudiaron los aislamientos consecutivos de K.pn identificadas como causantes de
IN por el Servicio de Epidemiologia o Infectogia de cada uno de los tres hospitales participantes
basado en las normas del Registro Hospitalario de Vigilancia Epidemioldgica (RHOVE) durante un
periodo de al menos 6 meses. El método Kirby-Bauer se emple6 en la determinacion de
susceptibilidad antimicrobina a ampicilina (AMP), amikacina (AMK), ceftazidima (CAZ), cefotaxima
(CTX) e Imipenen/Cilastatina (IMP/CIL), Aztreonam (AZT) entre otros. La clonalidad fue
determinada por electroforesis de campos pulsados (PFGE). La presencia de ESBL se detectd por
E-test y su caracterizacion inicial por isoelectroenfoque, complementada con la prueba biolégica
de hidrélisis de Caz. El origen cromosomal o plasmidico fue determinado por transferencia de la
resistencia a CAZ mediante conjugacién de plasmidos.

Resultados. Los resultados obtenidos demuestran que en el Hospital General de Durango de abril
a octubre del 2000 se detectaron 41 eventos consecutivos de infecciones causados por Kpn; 36
de IN y 5 de infecciones urinarias comunitarias. La principal fuente de aislamiento fueron los
hemocultivos con un 61%, la resistencia a CAZ fue 72% y AMK del 69%. La Unidad de Cuidados
intensivos Neonatales (UCIN) fue la principal area de IN (41%), con predominio de dos clonas. Las
ESBL estan codificadas en un plasmido, y su punto isoeléctrico es de (pl) de 9.0 y ocasionalmente
8.2

En el Hospital Civil de Guadalajara de septiembre de 1999 a noviembre del 2000 se estudiaron 50
eventos consecutivos de IN causadas por Kpn. El principal sitio de aislamiento fueron los
hemocultivos con 60%. La resistencia a CAZ fué del 90% y para AMK del 60%. La UCIN fue la
principal area de aislamiento con un 58%. Se encontré predominancia de dos clonas en el area
pediatrica y diversidad clonal en las areas de adultos. La ESBL se encontrd codificada en un
plasmido y su pl fuede 8.2. Durante el periodo de estudio se presentaron dos brotes en las las
areas de UCIN cada uno por una clona diferente, pero compartian igual plasmido de
multirresistencia.

En el Hospital de Pediatria Centro Médico Nacional Siglo XXl de Octubre 2000 a mayo 2001 se
analizaron 80 eventos infecciosos causados por Kpn. el 74% de IN y 26% de infecciones
comunitarias. El principal sitio de aislamiento fueron los hemocultivos con 39%. La resistencia a
CAZ se encontré en un 72% y a AMK 69%. La principal area de IN fue la UCIN con el 24% y
existe gran diversidad clonald de las Kpn identicadas. Las ESBL se encuentran codificadas en un
plasmido y su pl es 8.2.

Conclusiones. Se puede concluir que en los tres centros analizados existe una alta frecuencia de
resistencia a CAZ por produccidon de ESBL la mayoria de estas enzimas tienen un pl de 8.2 que
sugiriere pertenecer a la familia SHV, Los genes para estas ESBL se acarrean en un plasmido de
50 a 60 Kilopares de bases en donde tabién se co-transfiere resistencia otros antibiéticos. La
mayor frecuencia de aislamiento de Kpn-CAZR fué en las areas pediatricas particularmente UCIN
en los Hospitales Generales Regionales, donde predominan diseminacion clonal que sugiere
diseminacion cruzada de estas clonas. El Hospital Pediatrico de tercer nivel por el contrario
presentd mayor variabilidad clonal de estas Kpn lo que sugiere infeccion endégena. La
transmisién cruzada parece ser importantes en el surgimiento y mantenimiento de las clonas de
K.pn multirresistentes a lo que se suma la transmisién horizontal de plasmidos de multirresitencia
entre diferentes clonas.




ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae (Kpn) is prominent among Gram-negative causing nosocomial infections
(NI) and these bacteria, as the most of Gram-negatives are usually susceptible to Extended
Spectrum Cephalosporins (ESC). The increasing use of the ESC has been associated with a rising
frequency of isolation of Gram negatives resistant to these antibiotics. The production of Extended,
Spectrum p-lactamases (ESBLs) enzymes are considered as the main mechanism of resistance to
ESC. In this work we present the molecular analysis of ESBL- producing K. pneumoniae causing
endemic NI in three different Institutions in Mexico.

Methods. We collected all Kpn consecutives isolations from NI in three different Institutions in
Mexico during a surveillance period of at least six month. NI diagnosis was determined following
the National Hospital Epidemiology Surveillance Program of Mexico (RHOVE). Antimicrobial
susceptibility patterns were determined by Kirby Bauer using disk of ampicillin (AMP), amikacin
(AMIK), cefatazidime (CAZ), cefotaxime (CTX), Aztreonam (AZT), imipenem/cilastatin among
others. Genomic fingerprint was detected by Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE). ESBL
production and characterization was determined by isoelectrical focusing complemented by CAZ
hydrolysis bioassay. If the CAZ resistant (CAZR) phenotype was coded in plasmids or
chromosomal was determined by plasmid conjugations assays.

Results. In the Durango General Hospital (DGH) we detected 41 Kpn isolations (04/200

10/2002); 36 were NI and 5 were urinary tract infections (UTI) community acquired (CA). Blood
cultures were the main source of isolation (61%). 72% of the strains were CAZR and 69% AMIKR.
Neonatal Intensive Care Unit (NICU) was the main Hospital Ward for Kpn identification. Two
predominant clones were identified in 50% of the NI cases. The ESBL were coded in a
megaplasmid and the isolectrical point (pl) was 9.0 and occasionally 8.2.

In Guadalajara Civil Hospital (GCH) we analyzed 50 Kpn isolations (19/1999-11/2000) all of them
causing NI. Blood cultures were the main source of identification (60%). 90% of the strains were
CAZR and 60% AMIK®. NICU was also the main hospital ward of identification (68%). In this
Hospital we also found two predominant clones. The ESBL were coded in a large plasmid and the
pl was 8.2. Two small outbreaks were present during the study period.

In the Pediatric Hospital of The National Medical Center (PHNMC-IMSS) we detected 80 isolations
of Kpr (10/2000-05/2001). 74% were Nl and 26% were CA. In NI cases the main source of
isolation was also blood cultures (24%) and 72% were CAZR and 69% were AMIKR. In this Hospital
we found clonal diversity with no clear evidence of clonal predominance. The ESBL production
was coded in a megaplasmid and the pl was 8.2.

Conclusions. These data clearly demonstrated that there is a very high frequency of isolation of
Kpn- CAZR causing NI in these three institutions in our country. In all the cases the CAZR is
mediated by ESBL production. Also In all the Institutions we detected ESBL with a pl of 8.2 that
could be part of the SHV betalactamases family. We demonstrated that the ESBL are coded in a
megaplasmid that also carries genetic infformation for multiresistant phenotype. Pediatric wards
mainly NICU were the predominant Hospital ward of Kpn-CAZR phenotype in the two General
Hospitals. The clonal predominance detected suggested a high frequency of cross-transmission in
this two Institutions. However the PHNMC-IMSS is a very specialized pediatric hospital and the
absence of clonal predominance suggested endogenous infections. In this way both clonal
dissemination and maybe horizontal transmission of megaplasmids among different clones
selected by the unrestricted use of ESC could be the explanation of the high frequency of Kpn-
CAZR in these hospitals.



I. ANTECEDENTES
1.1) INFECCIONES NOSOCOMIALES (IN)
Las IN son aquellas que no estan presentes ni en periodo de incubacion cuando el paciente
ingresa al hospital'. Una IN prolonga el tiempo de estancia hospitalaria, incrementa la mortalidad,
eleva los costos de atencion y afecta la calidad de vida del individuo durante la recuperacion de su
enfermedad de base. La preocupacion por estas infecciones llevo al desarrollo de una verdadera
disciplina en la Epidemiologia Hospitalaria en las ultimas tres décadas y a la creacion de
programas de control de IN en 1950 en los Estados Unidos de Norteamérica®. En paises
desarrollados las IN representan 5 a 10 casos por cada 100 ingresos y en los Estados Unidos de
Norteamérica en 1986 representaron gastos por 2.5 billones de délares en cuidados directos del
paciente®y para 1992 su costo ascendi6 a 4.5 billones de délares®. Estudios tendientes a
determinar la frecuencia de IN en diferentes Hospitales de México presentan gran variacién. Ponce
de Ledn y col. estimaron la frecuencia de las IN entre el 10 -15% en los hospitales de segundo y
tercer nivel’. En México la tasa de mortalidad asociada con IN en promedio es 5% y si calculamos
el total de muertes por IN reportadas a la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiolégica y las
comparamos con las causas de mortalidad de reporte obligatorio este problema se ubicaria como
la séptima causa de muerte®®. El costo anual de las IN pediatricas en México asciende a 19.4
millones de délares’. El problema es mayor en presencia de brotes y en México se estima que en
las Unidades de Cuidados Intensivos Neonatales ocurren hasta 120 brotes por cada 10.000
egresos®. El problema por IN se agrava con el incremento de resistencia bacteriana a los
antibidticos de uso comun siendo mas evidente en las areas quirdrgicas, salas de
inmunocomprometidos, Unidades de Cuidados Intensivos Pediatricos y de Adultos®.

1.2) LA IMPORTANCIA DE LOS PROGRAMAS DE CONTROL DE LAS IN

El impacto en la prevencién y control de las IN depende de un programa activo y efectivo de
control, como se demostré en el proyecto SENIC (Study on Efficacy of Nosocomial Infection
Control Project) donde se logré una disminucion en el 32% de estas infecciones'®. Las IN no son
un problema exclusivo de los paises desarrollados. A pesar de ello en América Latina, solo el 5%
de los hospitales tienen comités con programas regulares de control''. En México se ha iniciado

. un programa nacional de vigilancia denominado Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiologica
(RHOVE) donde se incluyen las IN.




Un ejemplo de los beneficios de un programa activo de control de IN, se ha llevado en el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y de la Nutricién “Salvador Zubiran” (INNSZ) reduciendo la
frecuencia de un 22.3% en 1984'% a 12.5% para 1991, durante los siguientes cinco anos, continué
descendiendo hasta alcanzar una tasa de 10% en 1996 y la mortalidad asociada a IN disminuyé
en 36%">. Esta misma tendencia de las IN se observa en el Hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional Siglo XXI del Insti{uto Mexicano del Seguro Social (HP-CMN Siglo XXI- IMSS)
donde la incidencia de IN de 25.7% por 100 egresos ha presentado un descenso anual cercano al

1% con la puesta en practica del programa de control de IN'4.

1.3) MICROBIOLOGIA DE LAS IN

Los Streptococcus spp y Staphylococcus spp fueron los patdgenos predominantes en las IN al
principio del siglo pasado siglo. Con la introduccién de los antibioticos se llevé acabo una
disminucién de las infecciones causadas por estos organismos y las infecciones pasaron a ser
producidas principalmente por bacterias Gram negativas'®. A finales del milenio pasado las IN
causadas por bacterias Gram positivas han reaparecido como patégenos predominantes en
algunas partes del mundo'®'®, a pesar de ello las bacterias Gram negativas siguen causando
muchas de las IN'3, Durante las dos ultimas décadas en México, las especies de Klebsiella spp,
Enterobacter spp y Pseudomonas spp son las mas frecuentes, con una aita mortalidad
asociada'"'®'92° Brotes por K.pn multirresistente como el reportado por Silva y col. en Morelos?*,
y otros reportes como los del Hospital Civil de Guadalajara, Hospital General de México, Querétaro
y mas recientemente en Durango (comunicacién verbal). También, se han reportado brotes
nosocomiales por Gram negativos como Serratia marcescens®%%.

La importancia de las bacterias Gram negativas y en especial de K.pn se ha determinado en los
diferentes estudios realizados en México. En un estudio de prevalencia de IN de 21 hospitales
pediatricos, se estudiaron 1183 pacientes de ellos 116 presentaron IN para una prevalencia de
9.8%, el principal microorganismo identificado en los hemocultivo fue K. pneumoniae 31%, E.
coli 10%, Pseudomonas spp 8.2%, S. aureus 8.2%, Candida spp 6.1% y Staphylococcus
coagulasa negativo 6.1%%*. En el HP-CMN Siglo XXI-IMSS los principales microorganismos
aislados de hemocultivos durante un periodo de siete afios (1991 a 1998) fueron los cocos Gram
positivos con predominio de Staphylococcus coagulasa negativo y S. aureus, pero dentro del
grupo de las enterobacterias K.pn fue el principal agente causal ocupando el segundo lugar de la
tabla general ( comunicacién verbal). Este mismo hallazgo se observa en un estudio que incluyd
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infecciones comunitarias y nosocomiales de nifios y adultos en la ciudad de Guadalajara, realizado
en dos centros hospitalarios uno de tercer nivel (Hospital Civil de Guadalajara) y de un hospital de
segundo nivel?>. En todos estos estudios se desconoce cuales son los mecanismos de resistencia

que predomina en las cepas aisladas en estas infecciones.

1.4) RESISTENCIA BACTERIANA

La determinacién de susceptibilidad antimicrobiana de los aislados clinicos es crucial para una
terapia 6ptima de los pacientes infectados. Su conocimiento también es importante para
monitorizar la diseminacion de organismos resistentes asi como sus genes de resistencia a través

del hospital y la comunidad.

La resistencia bacteriana puede ser definida como la capacidad de un microorganismo para evitar
la accion inhibitoria o letal del agente antimicrobiano y se presenta tanto en infecciones adquiridas
en la comunidad como hospitalarias. Sin embargo, es en las IN donde el problema es mas
acentuado. Se conocen diferentes mecanismos por los cuales una bacteria puede resistir el efecto
de los antibioticos?®: a). Disminucién de la accesibilidad del antibiético al blanco de accién ya sea
por alteracion en la permeabilidad o por disminucién en la concentracion del antibidtico a través de
bombas de transporte activo hacia el exterior?’, b). Inactivaciéon del antibi6tico por hidrélisis o
modificacion enzimatica?® y ¢). Alteracion del blanco de accion. Estos mecanismos de resistencia
son producto de variaciones genéticas en el material cromosémico y
extracromosomico'%262829.3031 | o5 genes que se encuentran asociados con la resistencia pueden
ser transferidos en forma vertical o por via horizontal. Existen varios mecanismos descritos que
facilitan la transferencia de material genético como la transformacién, conjugacion y/o por fagos
que infectan bacterias (transduccién). Muchos de los genes asociados con la resistencia
bacteriana a los antibidticos se encuentran en plasmidos. Otros elementos moéviles de material
genético son los transposones e integrones que son pequefios elementos moéviles de DNA con
capacidad de transferir DNA por remocion e insercién de dicha informacion dentro del DNA
bacteriano, esta diseminacion se puede llevar a cabo entre un amplio rango de especies
bacterianas. De estos mecanismos de transferencia de material genético se destaca la mediada
por plasmidos de resistencia que ha sido demostrado in vivo especialmente entre las diferentes

especies de enterobacterias'26:28.29.30.31




Los factores clinicos asociados con la adquisicién y diseminacién de cepas resistentes parecen
estar relacionados con prolongada estancia hospitalaria, procedimientos invasivos y uso de

antibidticos de amplio espectro 293931,

L.a resistencia bacteriana puede ser determinada por métodos clasicos como las pruebas de
difusion en disco (Kirby-Bauer) o métodos de micro y macro dilucién que determina la
concentracion inhibitoria minima (CIM) del antibiético necesaria para inhibir el crecimiento del
organismo 2. Estos métodos no nos informan cuales y cuantos son los mecanismos implicados en
mediar esa resistencia, sin embargo, son los métodos estandares para la practica clinica. Se han
desarrollado otros métodos basados en la identificacion de las proteinas mediadoras de la
resistencia, la presencia de fagos que acarrean esta resistencia o atin mas sofisticados como la
deteccion de la secuencia del material genético que codifica para algun mecanismo de resistencia.

Los antibitticos betalactamicos se han utilizado en el tratamiento de las infecciones por
enterobacterias, incluidas las cepas de Klebsiella spp asociadas con IN, pero desde su
introduccion en la practica clinica ha ido disminuyendo su efectividad por la emergencia de
bacterias que resisten su modo de accion particularmente en el caso de Gram negativos
causantes de IN*3. La resistencia a los betalactamicos, incluyendo a las cefalosporinas, puede ser
mediada por tres mecanismos: a). alteracion del sitio blanco que se conoce como proteinas
fijadoras de penicilina (PBP), b). produccion de betalactamasas que hidrolizan el anillo
betalactamico y c). cambios en la estructuras externas bacterianas que impiden el ingreso del
antibiotico. Sin embargo, entre las bacterias Gram negativas de importancia clinica el principal
mecanismo de resistencia a los antibicticos betalactamicos es la produccion de betalactamasas®.

1.5) BETALACTAMASAS

Las betalactamasas son un grupo de enzimas que rompen el anillo betalactamico inactivando a
estos antibioticos. La ruptura del anillo betalactamico puede ser llevada a cabo en una pequefia
proporcion a través del ion zinc, pero la gran mayoria lo hace por la via del éster de serina,
formando un complejo no covalente con el antibiotico, el cual facilita que el anillo betalactamico
sea atacado por el hidroxilo libre de la cadena lateral de la serina, conduciendo a la formacion del
ester acil covalente. La hidrolisis del éster finalmente libera el sitio activo de la enzima hidrolizando
e inactivando el medicamento®®. Las mutaciones en los genes que codifican estas enzimas
amplian el espectro de accién, dando origen a las betalactamasas de amplio espectro que son
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capaces de hidrolizar antibiéticos como ampicilina y cefalosporinas de primera y segunda
generacion, estas enzimas han evolucionado a un espectro de actividad mas amplio llegando a
hidrolizar cefalosporinas de tercera, cuarta generaciéon y monobactamicos recibiendo el nombre de
betalactamasas de espectro extendido (ESBL por las siglas en inglés Extended Spectrum Beta
Lactamases)®®. Entre las mas importantes de estas enzimas se hallan las familias TEM y SHV?®.
El nombre de “TEM" es una contraccion de Temoniera, que era el nombre de la paciente de quien
se aisldé una E. coli con esta enzima. En contraste “SHV” es una contraccion de sulphydryl
variable (sulfidril variable) nombre que describe las propiedades bioquimicas de estas
betalactamasas®®. La resistencia bacteriana producida por hidrélisis del antibiético mediada por
ESBL esta codificada en genes localizados principaimente en plasmidos y dado que estos son
facilmente transmisibles entre los diferentes miembros de las enterobacterias y particularmente
prevalentes en Klebsiella spp *. La acumulacion con otros genes que codifican resistencia es
factible, lo que genera transmisiéon de multirresistencia en un solo plasmido o en otros elementos

extracromosomales o inclusive en areas especificas del cromosoma®*.

Cepas productoras de ESBL han sido encontradas principalmente en Klebsiella spp, Enterobacter,
E. coliy Serratia spp asociadas a brotes nosocomiales. Estudios recientes demuestran que las
IN producidas por cepas multirresistentes incluyendo resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion se han incrementado. En Europa la multirresistencia de las cepas de Klebsiella spp es
producida principalmente por betalactamasas del tipo SHV-5 y las betalactamasas del tipo TEM-10
y TEM-12 son las mas prevalentes en los Estados Unidos®®?%%°, La incidencia de aislamiento de
K.pn productoras ESBL, en los Estados Unidos se ha reportado en el 5% de las cepas
productoras de IN en ese pais 3%, La frecuencia de dichas cepas en Europa es mayor

encontrandose hasta en un 14 -16% en Francia e Inglaterra3842 43,

En México, existe escasa informacion al respecto. El primer estudio sobre la presencia de ESBL
fue realizado en aislamientos clinicos de enterobacterias de hospitales de la ciudad de México
durante el periodo 1991 a 1992. Se analizaron 43 cepas resistentes a cefotaxima y ceftazidima,
de estas cepas: 13 correspondia a K.pn, 7 a E. coli, y 23 a Enterobacter cloacae. Se encontro
que las betalactamas con punto isoeléctrica (pl) de 7.0, 7.6 y 8.2 derivadas de SHV fueron las
enzimas predominantes con un 42% (18 de 43). Adicionalmente 12 de 43 (25 %) de las
betalactamasas presentaban un pl mayor de 8.2 las cuales no estaban relacionadas con TEM o

las SHV ** a la cual se le denomind TLA-1 y su pl es 9.0%°.




Para enfrentar el problema de resistencia a los antibioticos betalactamicos se han desarroflado
nuevos antibidticos con mayor estabilidad a las betalactamasas conocidas y con mayor espectro
antimicrobiano pero el resultado ha sido la seleccion de mayor diversidad y betalactamasas
potencialmente con un espectro mas amplio de actividad hidrolitica. La diversidad de estasv
enzimas ha crecido considerablemente como se observa en datos del aiio 1995 al afio 2000
donde § de los 11 (sub) grupos 1, 2be, 2br, 2d y 3 incrementaron su nimero al menos en un
50%%. Otras ESBL descritas como no relacionadas con TEM o SHV son las CTX-M, Toho y

TLA-1, esta ultima fue aislada de una E. coli en orina de un paciente de la ciudad de México*®.

Una forma practica para la deteccion de ESBL puede ser realizada por las pruebas de
susceptibilidad con ceftazidima®’. Si la susceptibilidad a la ceftazidima se encuentra reducida, la
prueba sinérgica o de doble disco entre ceftazidima y clavulanato debe ser realizada, la
produccion de ESBL es inferida si la zona de inhibicidén de la ceftazidima es aumentada por el
clavulanato. Actualmente, se cuenta con prueba E (E-test) en la cual una tira contiene
concentraciones crecientes de ceftazidima en un extremo y en el otro ceftazidima mas clavulanato,
los resultados de esta prueba han permitido una adecuada deteccion de ESBL aunque no indican
el tipo de betalactamasas que esta siendo producida por la bacteria*®, para conocer el tipo de
ESBL que esta siendo producida se requiere de la caracterizacion por punto isoeléctrico o la
identificacién del materiat genético por amplificacion con PCR hibridacion por sondas de DNA o

secuenciacion de DNA.

1.6) CLASIFICACION DE BETALACTAMASAS Y SU IMPORTANCIA

Diferentes esquemas de clasificacion de las betalactamasas han sido propuestos. La primera
clasificacion de esta familia se baso6 en la division de las betalactamasas segtin la actividad
bioquimica y el sustrato que hidrolizaban dando la denominacién de penicilinasas a las enzimas
que hidrolizan penicilinas y cefalosporinasas aquellas que hidrolizaban cefalosporinas®.
Posteriormente, los esquemas de clasificacién incorporan si la resistencia era mediada en
plasmidos o cromosémicamente en conjunto con el pl¥"%2, E| fundamento del pl esta basado en
que las proteinas son moléculas anfotéricas que acarrean cargas positivas, negativas o no tienen
carga neta dependiendo del pH de su ambiente local. Existe un valor de pH para cada proteina en
la cual su carga neta es cero. Esto es lo que se conoce como valor de pH isoeléctrico o pl, que es
una propiedad fisicoquimica de cada proteina. La localizacion de las proteinas por pl es una




técnica ampliamente utilizada para el analisis, el aislamiento y caracterizacién de las proteinas®.
Es también una de las técnicas mas aceptadas en la literatura internacional para la caracterizacion
de las betalactamasas® %%, Por otra parte, el desarrollo de los métodos moleculares ha
permitido que esta tecnologia sea utilizada en la clasificacidn de betalactamasas, hasta el
momento los esquemas basados en la tecnologia molecular presentan una buena correlaciéon con

las clasificaciones fenotipicas®.

La importancia de conocer el tipo de betalactamasa es por una parte epidemiologica, ya que si el
gen que caodifica la resistencia se acarrea en un plasmido o en el cromosoma tiene diferentes
implicaciones en las estrategias para el control de las infecciones, o una vez conocido el tipo de
betalactamasa a través del gen que la codifica y el elemento transferible en que esta insertado se
puede seguir una ruta epidemiolégica con mayor seguridad o evaluar como se ha diseminado este
problema evolutivamente en una regién, entre diferentes hospitales o dentro del mismo hospital.
Adicionalmente, el conocimiento de los tipos de enzimas que estan presentes pueden servir para
guiar al clinico a escoger la terapia empirica apropiada inicial o que tipo de programa de control de
antibidticos necesita implementar en sus hospitales para disminuir la presion de cepas
resistentes*®. El conocimiento basico de la forma como actuan las betalactamasas ha permitido el

desarrollo de nuevos betalactamicos mas estables al efecto de las mismas.

1.7) LA IMPORTANCIA DE CONOCER EL ORIGEN CLONAL DE LAS BACTERIAS CAUSALES
EN LOS ESTUDIOS DE LAS IN

Es importante destacar que todos Ios organismos, aun en ausencia de presion selectiva presentan
variacion genética, esta puede estar dada por mutaciones, deleciones, adquisicion de nuevo
material genético. Lo anterior con el tiempo lleva a los microorganismos a presentar variaciones
en su genoma a pesar de tener un mismo origen, la rapidez con que este evento se da, esta en
relaciéon con el microorganismos en cuestion y a factores externos que favorezcan una presion de
seleccién. Es decir, aquellos microorganismos que tengan sistemas que faciliten la conjugacion,
intercambio de plasmidos y sistemas de recombinacion activos de DNA como en el caso del virus
de la influenza y el virus de la inmunodeficiencia humana la variacion genética se presentara con
rapidez®’. En las bacterias estos eventos se presentan con menor frecuencia, por lo tanto,
individuos de la misma especie pueden tener diferencias genéticas que le confieran fenotipos
diferentes. Por ello en el estudio de las IN, es fundamental determinar si los microorganismos



causantes de estas infecciones son idénticos o semejantes y para ello es crucial establecer una
caracterizacion mas especifica a fin de sustentar la relacion de esos organismos con el evento
epidemiolégico en investigacién, particularmente en la determinacion de la fuente y ruta de
diseminacion 58°96061 varias aproximaciones se han dado a este reto, como son los métodos
convencionales, entre los que se cuenta con: perfil bioquimico, perfil de susceptibilidad
antimicrobiana, tipificacion serolégica, tipificacion por bacteriocinas y patrones de susceptibilidad a
bacteriéfago. Los resultados de estos métodos han sido de gran ayuda pero generalmente
presentan variaciones dificiles de controlar y no pueden discriminar especificamente las diferentes
cepas, lo que resta validez epidemioldgica necesaria para ser utilizados en el establecimiento de
una relacion directa en los estudios de los agentes causales nosocomiales. Pero ha sido el
advenimiento y desarrollo de la tecnologia molecular al facilitar el analisis del material genético,
molécula fundamental de la identidad celular, el poder establecer una relacién epidemiologica
directa, generando lo que se ha conocido como “epidemiologia molecular” ®°¢'. Se conoce como
clonas a los aislados que son indistinguibles uno de otro por una variedad de pruebas fenotipicas
y genotipicas independiente de la fuente, localizacion, y el tiempo, lo cual infiere que tengan un
origen comun. Dentro de las pruebas desarrolladas para la tipificacion genotipica del cromosoma
completo de una bacteria, la electroforesis de campos pulsados (PFGE por las siglas en inglés
Pulse Field Gel Electrophoresis) permite separar moléculas de DNA mayores de 1.000.000 pares
de bases de longitud denominadas como mega-base de DNA. El principio de ésta técnica es el
cambio en la direccién de los pulsos eléctricos, lo que permite que las moléculas de DNA se
reorienten en el gel de agarosa dando como resultado la separacion (resolucién) de moléculas de
DNA en unas pocas bandas que generan un patrén de 10 - 15 bandas el cual es facilmente
comparable. Debido a su poder discriminatorio, reproductibilidad, y a la gran variedad de
microorganismos que pueden ser valorados por ésta técnica la PFGE es actualmente considerada

como la prueba de oro para el analisis epidemiolégico clonal de las IN, 8263,

1.8) IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR EN PERIODOS
ENDEMICOS

Existe escasa informacidn tanto a nivel nacional como internacional del comportamiento de IN por
K.pn durante periodos endémicos. Los estudios que han utilizado PFGE para el analisis de las IN
durante periodos no epidémicos han encontrado gran diversidad clonal entre los microorganismos
Gram negativos que colonizaron o infectaron a sujetos hospitalizados, en dichas publicaciones
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s6lo el 10 a 20% de las infecciones por estos bacilos demostraron diseminacion clonal lo que
implica que pocos fueron causados por contaminacion de un enfermo a otro es decir por
transmisién cruzada®*®®. En México, no se cuentan con estudios que determinen cual es el
comportamiento de las IN producidas por Gram negativos productores de ESBLs durante periodos
endémicos. Los pocos estudios que sean realizado en cepas productoras de ESBL en México han
sido durante brotes?'?2% ¢ describiendo nuevas ESBL***®, desafortunadamente en estos estudios
ultimos estudios no se tomo en cuenta si el origen era nosocomial, comunitario, o el universo de
coleccion de estas cepas, tampoco se comenta como se realizd la seleccion de las cepas
recolectadas para el estudio, nila similitud o diferencia clonal o plasmidica que median la
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion de las cepas incluidas en el estudio. Esto
refleja el poco conocimiento que se tiene del comportamiento de estas infecciones durante
periodos endémicos tanto a nivel nacional como internacional, por lo cual seria importante realizar
un estudio dirigido a conocer cuales son las caracteristicas de estas infecciones durante estos
periodos. Adicionalmente, mucha de la informacién que existe con respecto a la diseminacién
nosocomial de esos organismos ha sido derivada de estudios en pacientes adultos criticamente
enfermos y durante periodos epidémicos. Sin embargo, es posible que la mayoria de esos datos
puedan ser aplicados a los pacientes de las unidades de cuidados intensivos pediatricas 5%,
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JUSTIFICACION

En México se ha identificado a K.pn como uno de los principales agentes implicados en las IN en
diversos centros hospitalarios, en algunos casos las cepas han sido multirresistentes, llamando la
atencién la aparicion de resistencia a cefalosporinas de tercera generacion. Se desconoce si
existe predominancia clonal o no en las K. pn causantes de IN que nos sugiera de primera
instancia si la disemnacion de estas cepas es en forma cruzada o por via enégena. Por otra parte
tampoco se conoce una frecuencia de produccion de ESBLs y de que tipo en K. pn de origen
nosocomial. El conocimiento de las clonas existentes de K.pn nosocomiales y su frecuencia de
diseminacion permitira mejorar los programas de vigilancia y control especificos en IN en las areas
estudiadas. El estudio de tres centros hospitalarios permitira conocer cual es la frecuencia y
variacion de estas clonas y las caracteristicas moleculares que rigen la resistencia a

cefalospaorinas de tercera generacion.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Cual es la frecuencia y variacion de las clonas de K.pn productoras de ESBL en tres centros
hospitalarios de México?

¢ Cuales son las caracteristicas moleculares de las ESBL producidas por las cepas K.pn
nosocomiales que rigen la resistencia a cefalosporinas de tercera generacion en tres centros

hospitalarios de México?

OBJETIVOS:

Objetivo General
1. Describir la frecuencia y variacion de las clonas de K.pn productoras de ESBL en tres centros

hospitalarios de México.

2. Identificar si el origen genético de las ESBL en las K. pn nosocomiales es plasmidico o
cromosomal e identificacion del tipo de ESBL producido por cepas de K.pn nosocomiales.
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Objetivos especificos

1.

Describir la frecuencia de K.pn resistentes a cefotaxima (CTX), ceftazidima (CAZ) causantes
de IN en tres hospitales: Hospital General de Durango HGD), Hospital Civil de Guadalajara
(HCG) y Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto mexicano del
Seguro Social (HPCMN-IMSS) de la Ciudad de México, durante un periodo de cuando menos 6

meses de los afios 1999 y 2000.

Determinacion de la huella digital genémica por electroforesis de campos pulsados de todas las

cepas identificadas en el objetivo 1 y clasificarlas por clonas en cada centro.

Determinar la presencia, numero, tamario de los plasmidos y el perfil del patrén de restriccion

por endonucleasas de las cepas de las cepas identificadas en 1.

Determinar de la capacidad de transmitir por conjugacion de plasmidos la resistenciaa CTX y

CAZ de cuando menos 5 de las clonas mas frecuentes identificadas en 2 en cada centro.

Caracterizacion inicial de las ESBL producidas por las clonas de Klebsiella pneumoniae

ceftazidima resistente (K.pn CAZR).

HIPOTESIS

. En las cepas de K.pn productoras de ESBL causantes de IN en México predominancia de un

mismo origen clonal por centro hospitalario aunque exista variacion de las clonas entre los

centros hospitalarios.

La resistencia a CTX y CAZ de K.pn causantes de IN en algunos centros Hospitalarios de
Meéxico es producida por ESBL que son acarreadas en plasmidos que se pueden transferir de

forma horizontal.
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I. MATERIAL Y METODOS

111.1) DISENO DEL ESTUDIO. Transversal descriptivo

TAMANO DE LA MUESTRA. Para el tamafio de la muestra se tomaron los aislamientos
consecutivos de las cepas de K.pn consideradas como agentes causales de IN de cada uno de los
tres centros hospitalarios mencionados, durante un periodo de al menos seis meses consecutivos
de los afios 1999 al 2000. Mensualmente se esperaban al menos 10 cepas provenientes de éstos
centros hospitalarios (por informacioén personal de la RHOVE). Se desconoce cuantas de ellas
producen ESBL.

CRITERIOS DE INCLUSION.

1. Cepas de K.pn aisladas como agentes causales de IN durante un periodo de seis meses
consecutivos de los afios 1999 al 2000 en el Hospital General de Durango, Hospital Civil de
Guadalajara y HP-CMN Sigio XXI-IMSS.

2. Se cuente con todos los datos de la hoja de recoleccion de la RHOVE e identificacion de las

muestras.
CRITERIOS DE NO INCLUSION.
1. Cepas no viables de K. pn.
I11.2) VARIABLES DEL ESTUDIO Y SU DEFINICION.
1. Infeccion Nosocomial
Transmision cruzada
Evento de IN
Sala
Hospital
ESBL

N oo o »~ 0 D

Plasmido

14

TOOTEYS L

et g X .



8. Clona
INFECCION NOSOCOMIAL

Definicion conceptual y operacional: Las IN bacterianas son aquellas que no estan presentes,
ni en periodo de incubacién cuando el paciente ingresa al hospital'. Se basé en los criterios de la
RHOVE y corroborado por el Servicio de Infectologia o Epidemiologia de cada hospital.

Tipo de variable: nominal dicotémica: IN si la infeccion identificada por el Servicio de
Infectologia o Epidemiologia cumplia con los criterios de la RHOVE. En caso contrario, se
considerd como infeccion comunitaria (1C).

TRANSMISION CRUZADA

Definicion conceptual y operacional: Aislamientos que presenten clonas idénticas o subclonas
en diferentes pacientes 5.

Tipo de variable: Cualitativa dicotdmica. El hallazgo de una misma clona o subclona en pacientes
diferentes se consideré como transmision cruzada, en caso contrario, se interpreté como ausencia

de transmisién cruzada.

EVENTO

Definicion conceptual y operacional: Cada uno de los sitios estériles donde se logré aislar a la
K.pn como causa de infeccién corroborado por el servicio de Infectologia o Epidemiologia de cada

hospital.

Tipo de variable: Cualitativa nominal. Cada uno de ios sitios estériles donde se logrd aislar a la
K.pn se tomaron como eventos independientes, corroborados por el Servicio de Infectologia o
Epidemiologia de cada hospital.

SALA

Definicion conceptual: Cada una de las areas en que se dividio el hospital para la atencion de
los pacientes.

Definicion operacional: Area del hospital donde se hizo el diagnéstico de infecciéon corroborado

por el Servicio de Infectologia o Epidemiologia de cada hospital, basados en los criterios de la

RHOVE.

Tipo de variable: Cualitativa nominal.
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BETALACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO (ESBL)

Definicion conceptual: Enzimas que confieren resistencia a cefalosporinas de tercera generacion
como CTX, CAZ, monobactamicos (aztreonam), y son inhibidas por el clavulanato®%8.

Definicidn operacional: La presencia de betalactamasas de ESBL. se determind por la realizacion

de la prueba E test?®°°,

Tipo de variable: nominal dicotomica: Si la CIM de CAZ/ MIC de CAZ clavulanato fue mayor o
igual de 8 indico la presencia de ESBL y ausencia si es menor de 8%°,

TIPIFICACION DE LAS BETALACTAMASAS

Definicion conceptual: De acuerdo a su p! 3455:56

Definicion operacional: De acuerdo a su p[5#55%¢
Tipo de variable: nominal. Se realizé de acuerdo al pi®®,

PLASMIDO

Definicion conceptual y operacional: Elementos genéticos extracromosémicos formados por

moléculas de DNA de doble cadena circular 307°,

Tipo de variable: Cuantitativa dicotomica. Para el analisis de estos plasmidos se utilizo
endonucleasas de restriccion EcoRI, Hind Ill (Boehringer Manhein o New England Biolab) si
presentaban igual patrén de fragmentos se tomé como igual plasmido si no como diferente

plasmido.
CLONA

Definicion conceptual: Se conoce como clona a los aislados que son indistinguibles uno de otro
por una variedad de pruebas fenotipicas y genotipicas independiente de la fuente, localizacién y el

tiempo lo cual infiere que tengan un origen comun®,

Definiciéon operacional: Se hara, basado en los patrones de diferencias de las bandas obtenidas
en electroforesis de campos pulsados siguiendo las recomendaciones de Tenover y col®2.

Tipo de variable: nominal. Clona si no existe diferencias en el patron de bandas, estrechamente
relacionados el patrén de bandas varia solo en una, posiblemente relacionados presenta dos

bandas diferentes y diferente si el patrén de bandas difiere en tres o mas bandas®.
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I1.3) MUESTRAS. Se tomaron las cepas de K. pn aisladas como agente causal de infeccion en el
Hospital General de Durango, Hospital Civil de Guadalajara y HP-CMN Siglo XX{-IMSS durante
un periodo consecutivo de cuando menos 6 meses de los afios 1999 y 2000. La identificacion de
la infeccién se realizé por el departamento de Infectologia o Epidemiologia de cada Hospital
participante, los cuales siguen los lineamientos de la RHOVE. Los colaborados por centro
hospitalaria fueron: Dr. Juan Carlos Tinoco , Dr. Gerardo Martinez del HGD en Durango, Dra.
Rayo morfin Otero y el Dr. Eduardo Rodriguez Noriega del HCG en Guadalajara y el Dr. Fortino
Solérzano y la Dra. Guadalupe Miranda en el HPCMN —IMSS en la Ciudad de México

11.4) IDENTIFICACION MICROBIOLOGICA. Los laboratorios de Bacteriologia Clinica de cada
uno de los tres hospitales realizaron la identificacién primaria de los microorganismos hasta
género y especie y el patron de susceptibilida antimicrobiano requerido en cada centro. Los
laboratorios del HGD y del HCG pertenecen a la RED NACIONAL DE RESISTENCIA DE
MEXICO. Posteriormente estos aislamientos se enviaron al Laboratorio de Infectologia,
Microbiologia e Inmunologia del Departamento de Medicina Experimental, Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional Auténoma de México (UME-UNAM), donde se procedio a una nueva
identificacion hasta género y especie mediante analisis bioquimico con sistema comercial API”".
Esta identificacion se realizé con el fin de contar con un sistema estricto de control de calidad en
cuanto a la definicion de Klebsiella penumoniae en nuestro Laboratorio utilizando a la RED
NACIONAL DE RESISTENCIA DE MEXICO como nuestro estandar de oro.

111.5) PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA. Posterior a la re-indificacion se
procedio a realizar de nuevo un panel de susceptibilidad antimicrobiano mas Iimiiado. La prueba
de susceptibilidad se realizé por el método de difusion en agar de Kirby-Bauer’?, Para ello se tomo
de 3-5 colonias de una placa de agar Luria no suplementado, las cuales se diluyeron en 5 ml de
solucion salina para llegar a una concentracion de 2 x108 UFC/ml. Se inoculé con un hisopo de
una manera uniforme sobre agar Mueller-Hinton no suplementado, dejandose secar la placa por 5-
10 minutos y se colocaron los discos de antibiéticos con una separacién de cuando menos 24 mm -
de centro a centro de los discos sin exceder de 12 discos en una placa de 150 mm o mas de § en
una placa de 100 mm. Se utilizaron sensidiscos comerciales Beckton Dickinson. Las placas se
incubaron a 35°C por 16 a 18 horas en posicion invertida, y posteriormente se ley6 e interpretd
con una escala en mm basado en las lineas de cortes para sensibilidad de sensible, intermedio o
resistente segun las especificaciones de los Estandares Nacionales de los Laboratorios Clinicos

de los Estados Unidos de Norteamérica (NCCLS). La cuantificacidon de estos resuitados se
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determiné mediante la técnica computarizada BIOMIC”3. Este sistema también proporciona
valores de CIM por regresién lineal estandarizada a partir del Kirby-Bauer.. Las cepas identificadas
como resistentes a CAZ se corroboraron por la técnica especifica de determinacién de CIM. La
cepa E. coli ATCC 25922 susceptible a CAZ y la Kpn ATCC 700603 productora de ESBL, se
utilizaron como controles en todos los ensayos de susceptibilidad y de E-Test.

Para la determinacion de las CIM de K.pn a CAZ y AMK también se utilizé el procedimiento de
dilucién en agar, donde el agente antimicrobiano fue incorporado en el medio de agar, cada placa
contenia una diferente concentracion del agente (diluciones dobles seriadas 1, 2, 4, 8, 16 ug/ml,
etc). El agar Mueller- Hinton y la solucién antimicrobiana se mezclaron completamente y esta
mezcla se depositd en placas de Petri, el agar se dejo solidificar a temperatura ambiente las
placas se utilizaron inmediatamente o se aimacenaron en bolsas plasticas selladas a una
temperatura de 4 a 8°C para ser utilizadas dentro de los primeros 5 dias de preparacion. Para
adecuar la densidad del in6culo se utilizo el patrén de turbidez de 0.5 de McFarland ajustando los
cultivos bacterianos a 2 X 108 UFC/mI este se diluy6 en una relacion 1:10 en una solucion salina y
se obtuvo una concentracién del inéculo de 107 UFC/m, se utilizé un replicador que transfiere 36
inéculos en cada placa el cual deposita en cada inéculo 1ul en la superficie del agar. El inéculo
final en el agar fue de 10* UFC/mI. Las placas inoculadas se dejaron secar a temperatura
ambiente. Posteriormente las placas fueron invertidas e incubadas a 35 °C por 18 horas’. La
cepa E. coli ATCC 25922 susceptible a CAZ y la Kpn ATCC 700603 productora de ESBL, se

utilizaron como control en todos los ensayos.
111.6) CARACTERIZACION DE BETALACTAMASAS

E-TEST. La confirmacién de la produccion de ESBL se realizé por medio de la prueba E( E-test) 8,
para ello se inoculé las placas de agar Mueller- Hinton con K.pn CAZR o E. coli transconjugantes
ajustadas a una turbidez de 0.5 de McFarland dejando secar por 15 minutos posteriormente se
colocé una tira que contenia concentraciones crecientes de CAZ en un extremo y en el otro un
gradiente de CAZ con una concentracion fija de clavulanato. Luego de 18 horas de incubaciéon a
35°C se comparé las CIM (punto de interseccidn de la elipse de inhibicién con el borde la tira), si la
relacion de CIM de CAZ/ CIM de CAZ-acido clavulanico fue > 8 indicd la presencia de enzima con
actividad de ESBL. La cepa E. coli ATCC 25922 susceptible a CAZ y la Kpn ATCC 700603
productora de ESBL, se utilizaron como control en todos los ensayos.
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ISOELECTROENFOQUE (IEF). La técnica de |IEF se utilizd en la determinacion del pl de las
betalactamasas y para ello se obtuvo extractos crudos de los aislamientos clinicos por el método
de sonicacién’®. La determinacion del punto isoeléctrico se realizé por el método de Matthew y
col®®, usando un PhastSysten (Pharmacia AB, Uppsala, Sweden) con minigeles deunpH de 3a 9
( Phast gels Pharmacia)’®. El pl de cada enzima se evidencio por la determinacién colorimétrica
del betalactamico Nitrocefin en el mismo gel de IEF*. Las betalactamasas con pl conocido (5.4,
7.0,7.6, 7.8, 8.2y 9.0) fueron enfocadas en paralelo, adicionalmente se utilizé proteinas
premarcadas de pl estandar (BIORAD) con intervalo de 4.5 a 9.6 como marcadores de pl. Una vez
que se obtuvo el IEF(separacion de proteinas por pl) se complement6 con el bioensayo de
hidrélisis de CAZ (prueba bioloégica) para determinar cual de las betalactamasas presentaba
actividad de ESBL. Para ello el gel de IEF se impregné con una mezcla de nitrocefin (500ug/ml) en
combinacién con CAZ (8ug/ml ) en 0.1 M de buffer fosfato, pH 7.4. Cuando las bandas se hicieron
evidentes el papel filtro se removid y el gel se incubé a 37°C por 30 minutos en una camara
humeda para permitir la hidrolisis del antibiético por la enzima. Posteriormente, el gel se cubri6 con
una mezcla de agar suave y 10° UFC de bacterias/ml de una cepa sensible a CAZ (E. coli J53-2
cultivo en crecimiento logaritmico). Nuevamente se incubé en la cdmara hiumeda durante toda la
noche a 37°C’®. El crecimiento de la bacteria sensible al antibiético CAZ sobre el gel, indicd cual

es el pl de la enzima con capacidad de hidrolizar las cefalosporinas de tercera generacion.

111.7) HUELLA DIGITAL GENOMICA

ELECTROFORESIS POR CAMPOS PULSADOS (PFGE por las siglas en Inglés Pulsed Field
Gel Electrophoresis). Se determin6é mediante la técnica de PFGE. Se cultivé la bacteriaen 3 mi
de caldo de Luria Bertani (LB), 18 a 24 horas a 37°C. El cultivo bacteriano se centrifugo y se
obtuvo un botén de 2 a 3 mm, el cual se lavé con 0.5 ml de amortiguador de suspension (100 mM
Tris: 100 mM EDTA, pH 8.0). Se resuspendié en 0.5 ml de amortiguador, y se mantuvo a 37°C
hasta adicionar el agar. Posteriormente, se agregé 25ul de proteinasa K (20 mg/ml) a cada tubo
mezclandose suavemente al cual se agregé 0.5 ml de agarosa al 1% precalentada a §5°C a cada
tubo y se mezclé gentiimente con pipeta Pasteur. De esta mezcla se tomé 100 pl para cada uno
de los bloques, se dejo gelificar a temperatura ambiente. En un tubo se mezclo § ml de
amortiguador de lisis (50 mM Tris: 50 mM EDTA, pH 8 y 1% Sarcosine) y 25ul de proteinasa K. en
el cual se puso el bloque e incubé a 54°C por 2 horas en agitacion en bafio Maria. Se retir6 el
amortiguador y se adicion¢ agua destilada estéril precalentada a 54°C por 10 minutos en

_ agitacién, posteriormente se deseché el agua se repitié la etapa de lavado con 10 ml de TE (10
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mM Tris: 1mM EDTA, pH 8) estéril precalentado a 54°C, en suave agitaciéon en bafio Maria a

54°C. Se removi6 el TE y se repitié 2 veces la etapa de lavado con TE. Se cort6 el bloque a la
mitad, colocandose en tubo eppendorf con 200 nul de amortiguador de restriccion, incubandose por
15 minutos a 37°C. Luego se removi6 el amortiguador de restriccion y adicioné 200ul de
amortiguador fresco y 50 U de enzima de restriccion, se incubé 2 horas a 37°C. Los bloques se
colocaron dentro del gel de agarosa al 0.8 % en amortiguador TBE (0.089 M Tris, 0.089 borato, 2.5
mM EDTA) para la realizacion de la electroforesis de campos pulsados en un CHEF-DRII System
(Bio-Rad) con pulsos de 5 a 60 segundos por 15 a 17 horas a 200 V, luego se tifi6 el gel por 10
minutos con 1ul/ml de bromuro de etidio y se decoloré con agua destilada por 30 minutos 2. Se
analizaron las imagenes por Gel Doc basados en los patrones de diferencias de las bandas

obtenidas en electroforesis de campos pulsados siguiendo las recomendaciones de Tenover y col
62

111.8) CARACTERIZACION DE MATERIAL PLASMIDICO

Obtencion y analisis de material plasmidico de cepas representativas de las clonas de K. pn
CAZR. De un crecimiento bacteriano en caldo LB suplementado con CAZ 10 pg/ml de cuando
menos 12 horas de incubacién se tomé 1.5 ml se centrifugé a 12,000 rpm por 2-3 minutos. El
botén bacteriano fue resuspendido en 100 ul de buffer de lisis (60mM glucosa, 25mM Tris Cl [pH
8.0]1 y 10mM EDTA [pH 8.0]Tris [pH 8.0]). Luego se adiciond 200ul de solucién de lizosima (10
mg/ml en 10mM Tris CI [pH 8.0]) y 150l de acetato de sodio (3.0 M Na acetato [pH 4.8]) se dejo
en hielo 30 minutos posteriormente se centrifugd 14,000 rpm por 20 minutos a 4°C. Se tomé el
sobrenadante y se diluyd en igual volumen de phenol/cloroformo, nuevamente se centrifugé a
14,000 rpm, se tomd la fase acuosa y se agreg6é dos volumenes de cloroformo y se centrifugd. Se
tomo la fase acuosa a la cual se afadié dos volumenes de etanol al 95% y se incub6 a menos
70°C por 15-30 minutos. Posteriormente, se centrifugé durante 20 minutos a 4°C y se lavé una
vez con 1ml de etanol al 70% a temperatura ambiente y posterior al secado se resuspendié en
50ul de TE mas RNAsa y se almacend a menos 20°C hasta su utilizacion. El material obtenido se
evalud en presencia y ausencia de las endonucleasas para verificar tamano total y nimero de los
plasmidos y el polimorfismo de los fragmentos por restriccion enzimatica EcoR |, Hind ll|
{Boehringer Manhein o New England Biolab) mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.8%.
Se utilizaron marcadores estandar de un rango de peso molecular de 2-23 y 8-48 Kb ( Boehringer
Manhein o New England Biolab). Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio y se analizaron la
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imagen por sistema computarizada “Gel Doc”. Si presentaban un patrén igual de fragmentos se

tomdé como un mismo plasmido, en caso contrario como diferente plasmido.

Transferencia de la resistencia a CAZ mediante conjugacion de material plasmidico. Se
efectudé apareamientos mezclando cantidades iguales (1ml) de cultivo en medio liquido en fase de
crecimiento logaritmico (3 horas), de K.pn productora de ESBL con E. coli J53-2 originalmente
sensible a CTX, CAZ, AMK y resistente a rifampicina. La mezcla se coloco en la superficie de agar
de LB sin antibiéticos cuando menos por 6 horas. Posteriormente, se coseché la mezcla y se
diluyé en un ml de LB sin antibiéticos y se plaqueé en diluciones seriadas (100ul directos y 1:10,
1:100, 1:1000) en medio de agar de Tergitol con la mezcla de antibiéticos de 30ug/ml de CAZ y
25ug/ml de rifampicina, con el fin de seleccionar las transconjugantes de E. coli J53-2 que
adquieron el plasmido asociado con la produccién CAZR, se recuperé cuando menos 20 colonias
que por morfologia eran pequerias y no mucoides con bordes estrellados. Se utilizé el sistema API
para confirmar si el crecimiento bacteriano correspondia a E. coli J53-2 transconjugantes que
adquirieron la multirresistencia ”’. La produccion de ESBL de las transconjugantes se determiné
mediante la prueba de E-test (AB Biodisk). A si mismo se analizé la susceptibilidad antimicrobiana
de la trasnconjugante comparada con la cepa donadora. El tipo de plasmido adquirido por la

transconjugante se analizé por la misma técnica descrita previamente.

IV. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Los aislamientos de K.pn identificados como causantes de IN por el Servicio de Epidemiologia o
Infectologia de cada hospital participante basados en las hormas de la RHOVE se enviaron al
laboratorio de infectologia, Microbiologia e Inmunologia Clinica del Departamento de Medicina
Experimental de la UNAM, donde se realizé una nueva identificacion por e! sistema comercial API
y sensibilidad por el método de difusién en agar de Kirby-Bauer y determinacién de CIM. Las
cepas con resistencia a CAZ se les determiné la produccion de ESBL por E-test. Posteriormente,
se realizd el analisis gendmico por electroforesis de campos pulsados para ver si pertenecen a
una misma clona las bacterias agrupadas por centro hospitalario, sala, mes y perfil de
susceptibilidad antimcrobiano de las cepas aisladas. Se realizé una comparacion de las clonas
obtenidas con el fin de determinar diseminacioén o variabilidad cional. En todas las cepas se evaiuo
si contenian perfil plasmidico nativos semejantes por clona o entre clonas. De cuando menos

cinvo de las cinco clonas K.pn CAZR mas prevalentes por hospital, se realizaron pruebas de




conjugacion con E. coli J563-2 receptora para determinar la capacidad de transferencia de
resistencia a CAZ a través de plasmidos. Adicionaimente, se realizo la determinacién de
produccién de ESBL mediante prueba de E test tanto a las cepas donadoras como
transconjugantes obtenidas que presentaron una sensibilidad intermedia o resistencia a CAZ, y
posterior tipificacion con pl complementado con la prueba biolégica que ayuda en la determinacion

de actividad de ESBL. Ver grafico adjunto.

Infeccion Nosocomial
{
Caracterizacion de género y especie de K.pn
Determinacion de patrén de susceptibilidad
{
Determinacion de la produccion de ESBL por E-test

!

Determinacién de huella digital genémica  —{« Determinacion de pl ESBL y Prueba Biolégica

cromosomal por PFGE.

d<« Analisis de los plasmidos

{

Determinacion de la capacidad de transmitir por conjugacion la resistencia a CTX, CAZ de cuando
menos 5 clonas del tipo mas representativo de ESBL.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 calculo de medidas de resumen. Los datos se presentan mediante estadistica
descriptiva utilizando graficas de barras para mostrar la frecuencia de las betalactamasas de

amplio espectro y las clonas por centro y area hospitalaria.
ASPECTOS ETICOS

La realizacion del estudio no significé ningun riesgo para los pacientes, ya que no se realizaron
procedimientos adicionales o diferentes a los recomendados en el estudio de las IN, los datos
recolectados solo se utilizaron con el propésito exclusivo del trabajo de investigaciéon y posterior

publicacién del mismo.




VI. RESULTADOS
VI.1) Hospital General de Durango (HGD)

Se analizaron 41 aislamientos de K.pn provenientes de igual nimero de pacientes, identificadas
como causantes de bacteremias e infecciones urinarias diagnosticadas por el Servicio de
Infectologia o Epidemiologia, durante el periodo de abril a octubre 2000. Los hemocultivos y
urocultivos representan el 85% de la fuente de aislamientos nosocomiales de Kpn en este hospital.
De estos, 36 aislamientos (88%) correspondieron a IN y § aislamientos (12%) a infecciones
comunitarias. La mediana mensual de IN fue 5. No se identificé ninglin brote durante los 7 meses
del estudio. De acuerdo a la sala donde se identificaron las infecciones, la mayor frecuencia se
encontrd en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales (UCIN) con un 41,5% (17/41), Unidad
de Cuidados Intensivos Pediatrica (UTIP) 9.8% (4/41), Pediatria General 7,2% (3/41) y la Unidad
de Transicion 4.9% (2/41). En el caso de las salas que atienden pacientes adultos, en Medicina
Interna se encontré 22% (9/41) y un 2.4% (1/41) en la Unidad de Cuidados Intensivos de Adultos
(UCIA). Las infecciones comunitarias (IC) atendidas por Consulta Externa constituyeron el 12.2%
(5/41) (Tabla 1).

" En el caso de las IN (Figura 1)los aislamientos fueron recuperados de hemocultivos 61% (22/36) y
urocultivos 39 % (14/36). Los 5 aislamientos de IC fueron de urocultivos. El perfil de
susceptibilidad antimicrobiano que determiné en el laboratorio de investigacion de la UME de las
cepas de IN por el método de Kirby Bauer, reveld que todos los aislamientos son resistentes a
AMP. La resistencia a AMK fue del 69% (25/36), intermedia 5% (2/36) y sensible 25% (9/36). Para
CTX, laresistencia fue de 61% (22/36), intermedia de 8% (3/36) y sensible 31% (11/36). Para
CAZ la resistencia fue del 72% (26/36) y sensible en un 28% (10 /36), la resistencia a AZT fue
70% (27/36) y 30% de resistentes y no se encontro resistencia a IMP/CIL y a CIP. (Tabla 2). Al
determinar CIM por el por el método de dilucion para CAZ, se detect6 que la MICq para este
antibiotico fue de mas de 128ug/ml. Los 5 aislamientos obtenidos de IC fueron todos resistentes a
AMP pero sensibles a aminoglicosidos CAZ, CTX y a IMP/CIL.

De las 41 cepas analizadas por PFGE, se obtuvieron 16 clonas diferentes las cuales se muestran
en la Figura 2, las cuales recibieron nomenclatura en orden alfabético. Se encontré un predomino
de las clonas E y B. La clona E produjo el 39 % (14/36) y la clona B el 14% (5/36) de las IN (Tabla
3).

24




De los 41 aislamientos, 26 cepas de K.pn fueron CAZR y estas se agruparon en 6 clonas
diferentes: la clona E en 14 cepas. La clona B se identificd en 8 cepas, as clonas L y D con dos
cepas cada una y con una cepa cada una las clonas F y G. La clona B fue la unica clona que se
identificé como susceptible y resistente a CAZ. (Tabla 3). De la comunidad se analizaron 5 cepas
de K.pn en las cuales se encontré diversidad clonal (clonas K, I, M, J y N). La clona M se identifico
como CAZ susceptible tanto en la comunidad como en el hospital. La clona E fue la Unica que se
aislé en todos los meses que duré el estudio y siempre con el fenotipo CAZR (Figura 3). Se
observo predominio de las clonas CAZR (B y E) en los servicios de Pediatria a diferencia de los
servicios de Medicina Interna donde existe mayor variabilidad clonal y las cepas son
principalmente susceptibles a CAZ (Figura 4). Las cepas aisladas de la comunidad y de las salas
de adultos tienden a ser sensibles a diferencia de los aislamientos de cepas nosocomiales

particularmente las de las areas pediatricas.

Con respecto al perfil de plasmidos todas las cepas identificadas como parte de la misma clona
exhiben el mismo perfil y nimero de plasmidos nativos (datos no presentados). Las 6 clonas de
K.pn CAZR tienen diferente perfil de plasmidos nativos de 1-3 (Figura 5A).

El fenotipo de multirresistencia incluyendo CAZR fue transferido por un plasmido de 50-60 Kb que
se conjugo de las clonas de K.pn CAZR a una E. coli previamente susceptible a CAZ (Figura 5B).
El plasmido transconjugante de las clonas B,F y G son idénticos por analisis de restriccion por
endonuclesas PsT-l (Figura 5C), y EcoR1 (datos no presentados) y los plasmidos
transconjugantes de las clonas L y D también son idénticos entre si ( Figura 5C )y el de la clona
E es diferente a los anteriores(Figura 5C). Esté plasmido fue determinado mediante la seleccion
de la resistencia a CAZ y CTX pero se pudo determinar que co-transfiere la resistencia a AMIK,
GENT, y AMP.

El analisis de la produccién de betalactamasas por isoelectro enfoque mostré que todas las cepas
producen betalactamasas con pl de 5.4 y 9.0 algunas veces asociadas a 7.0, 7.5y 8.2. Sin
embargo, la prueba bioldgica de hidrolisis d CAZ demostré que la actividad ESBL se encuentra en
la betalactamasas de pl 8.2 y 9.0 (Tabla 4 y Figura 6 A-C). De esta forma la principal
betalactamasa con actividad de ESBL en las K.pn de este hospital corresponde a una de pl 9.0

(Figura 6D).
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VI.2) Hospital Civil de Guadalajara (HCG)

Del HCG se analizaron 50 aislamientos K.pn provenientes de 48 pacientes identificadas como
causantes de IN, durante el periodo de septiembre de 1999 a diciembre del 2000. En uno de ellos
se aisld una cepa diferente a la que se habia identificado una semana antes, y en otro paciente se
logro aislar la misma clona de tres sitios diferente (hemocultivo, liquido cefalorraquideo y en
coprocultivo). Elf promedio mensual de eventos en 1999 fue de 2 y en el afio 2000 la mediana de
eventos fue de 4. Se identificaron dos pequefios brotes en el afio 2000 durante los 16 meses del
estudio, los cuales se presentaron en Unidades de Cuidados Intensivos Neonatales: Unidad de
Recién Nacidos (mes de agosto) con cinco casos y en septiembre en la sala de UCINEX con otros
cinco casos. Es importante mencionar que en el HCG existen tres unidades de cuidados intensivos
neonatales: UCIN y la Unidad de Recién Nacidos reciben pacientes nacidos en el HCG y la
UCINEX recién nacidos referidos de otro hospital. En este hospital no se recolectaron muestras de
IC.

La distribucidon de los eventos por sala donde se identificé la IN mostré que la mayor frecuencia de
aislamientos de K.pn se presenté en las salas de Cuidados Intensivos Neonatales que en conjunto
representaron 66%: UCINEX con el 34% (17/50), Unidad de Recién Nacidos el 24% (12/50) y
UCIN el 8% (4/50). Cirugia Pediatrica tuvo el 10% (5/50), Infectologia de Adultos 6% (3/50), cada
una de las salas de Urgencias de Pediatria, Ortopedia y Neurocirugia con 4% (2/50), ademas, se
encontré un aislamiento que represento el 2% (1/50) en las salas de Nefrologia, Cardiologia y

Oncologia.

La principal fuente de aislamientos la constituyeron los hemocuiltivos con 60% (30/50), los
urocultivos 8% (4/50) y las punciones lumbares 6% (3/50) (Figura 7 y Tabla 5). E! resultado del
perfil de susceptibilidad antimicrobiano (realizado en la UME) de estas cepas por el método de
Kirby Bauer mostré que todas las cepas son resistentes a AMP y sensibles a IMP/CIL y
ciprofloxacina. La resistencia a AMK fue del 60% (30/50), intermedia en el 28% (14/50) y sensible
en un 12% (6 /50). Para CTX la resistencia fue del 42% (21/50), intermedia 50% (25/50) y un 8%
(4/50) sensibles. Para CAZ la resistencia fue del 90% (45/50), intermedia 4% (2/5C) y sensible 6%
(3/50) (Tabla 6). En la determinacion de CIM se demostr6 que el CIMgy para CAZ fue de mas de
128 g/L y la resistencia a CTX se incrementé al 90% a expensas de las que nos habian dado
valores intermedios en el método de difusion en agar y solo un 2% de las cepas se corroboraron

con valores de susceptibilidad intermedia.
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Del total de 50 cepas analizadas por electroforesis de campos pulsados se obtuvieron 21 clonas
(Tabla 7 y Figura 8) las cuales recibieron nomenclatura en orden alfabético. Se demostré un
predomino durante la endemia de las clonas A, F y Q. La clona A produjo el 14% (7/50), la clona F
el 24% (12/50) y la clona Q el 20% (10/50). Las 45 cepas K.pn CAZR se agruparon en 16 clonas
diferentes: con predominio de las mismas A, F y Q. Ninguna de las cepas aisladas presento
simultaneamente un fenotipo sensible y resistente para CAZ. Se encontraron 5 cepas sensibles
que correspondieron a 5 clonas diferentes que se denominaron: B, D, E, Jy P (Tabla 7). Las
clonas predominantes A,F, y Q Ginicamente se encontraron en areas de pediatria, principalmente
en salas de Cuidados Intensivos Neonatales: UCIN, Unidad de Recién Nacidos (RN) y la Unidad
de Cuidados Intensivos Neonatales de pacientes nacidos fuera del Hospital (UCINEX). La clona Q
se encontrd en una ocasion en el servicio de oncologia, fuera del area exclusivamente pediatrica,
sin embargo se trataba de un paciente pediatrico ingresado en esa area. No se encontré evidencia
de transmision cruzada de clonas entre los servicios de pediatria y las salas de adultos (Figura 9).
La clona F se introduce en el Hospital a partir del afio 2000 y la clona A se encontré en forma

intermitente desde el afio 1999 (Figura 10).

Con respecto al analisis de plasmidos, todas las cepas pertenecientes a la misma clona
presentaron el mismo perfil ( datos no presentados) y se analizé una clona representativa de cada
una de las 16 clonas de K.pn CAZR. Estas clonas presentaron un patrén plasmidico variable de
uno a 7 plasmidos compartiendo todas un plasmido de ~ 50 a 60 Kb (Figura 11A). La
transferencia de resistencia a CAZ en todas las clonas fue a través de este plasmido de "50 a 60
Kb ( Figura 11B). Se han podido analizar 14 de las 16 clonas en cuanto a perfil de restriccion por
endonucleasas de los plasmidos transconjugantes y las clonas K y O han demostrado degracion
continua de DNA cada vez que se someten a restriccion. De las 14 clonas analizadas hemos
encontrado: 1) Las clonas A,F,G,M,N,N, Q y V comparten un plasmido idéntico. 2) Las clonas H,1,
y R comparten otro plasmido idéntico. 3) Las clonas L y C tienen un plasmido diferente entre siy a
las otros dos perfiles descritos (Figura 11C). El analisis de la produccién de betalactamasas por
isoelectroenfoque mostré que todas las cepas producen betalactamasas con pl de 8.2, la mayoria
asociadas a betalactamasas de pl de 5.4 y en ocasiones 7.6 Sin embargo, la prueba biologica de
hidrélisis de CAZ demostrd que la actividad ESBL se encuentra en la betalactamasa con un pl de
8.2 (Figura 12 y Tabla 8).
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Durante el periodo de octubre 2000 a mayo vdel 2001 se obtuvieron 80 aislamientos de K.pn
provenientes de 78 pacientes. Un paciente presenté durante su hospitalizacion dos IN. Otro
paciente presenté dos infecciones, una durante su hospitalizacion (IN) y la otra se catalogé como
IC. De estos aislamientos 59 (74%) correspondieron a IN y 21 (26%) a IC. La mediana mensual de
IN fue 8. Para las IC se encontré una mediana mensual de 3. No se identificaron brotes durante

los 8 meses de! estudio.

El 32% (19/59) de las IN se encontraron en la UCIN, siendo esta el area donde se identifico la
mayor frecuencia de aislamientos, seguido por las areas de Lactantes 20% (12/59), Preescolares
19% (11/59), un 15% (9/59) en la Unidad de Cuidados Intensivos Pediatrica (UTIP) y en la Unidad
de Transplantes Renales un 5% (3/59). De las IC, 21 cepas se aislaron de pacientes con infeccién
urinaria de repeticion, la gran mayoria asociado a malformaciones congénitas de vias urinarias y

todos se encontraban recibiendo trimetroprin sulfa o macrodantina.

La principal fuente de aislamientos de las IN fueron los hemocultivos con un 39% (23/59), seguido
por los urocultivos 29% (17/59), liquido cefalorraquideo 10% (6/59), las punciones aspiraciones
8% (5/59), lavado bronquial 3% (2/59), liquido peritoneal y liquido pleural cada uno constituy6 el
5% (3/59). Con respecto a la fuente de aislamiento de IC el 90% (19/21) fueron de urocultivos y

un 10% (2/21) de hemocultivos (Tabla 9 y Figura 13). El resultados del perfil susceptibilidad
antimicrobiano de estas cepas por el método de Kirby Bauer (tabla 10 y 11) demuestra la
diferencia importante de la resistencia a cefalosporinas de tercera generacién y aminoglucésidos
entre las cepas comunitarias y las cepas nosocomiales ya que el 76% de las cepas de IN son
CAZRy el 69 % AMIKR, mientras que solo el 19% de las cepas de la comunidad fueron CAZR y
24% AMIKR. En el caso de las cepas de IN se encontré que la determinacion de CIM de CTX para
estas cepas demostro que del 24% que se reportaron con valor intermedio, el 20% eran
resistentes en realidad y correspondian exactamente al 76% reportado previamente por el método
de Kirby Bauer. La ClMg, de CAZ de las cepas resistentes fue de > de 128 g/L. En el caso de las
cepas comunitarias también se demostré una ligera discrepancia entre el Kirby Bauer y la
determinacion de CIM para CTX y encontramos que EI CIM de CTX para estas cepas demostré
que de las 5 cepas (24%) que se reportaron con valor intermedio cuatro de ellas eran resistentes
en realidad y correspondian exactamente a las mismas CAZR y una volvié a dar valor intermedio,
reportado previamente por Kirby bauer. El CIMgg de CAZ de las cepas resistentes fue de > de 128

g/L.
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De las 4 cepas que fueron aisladas de pacientes de consulta externa con el fenotipo CAZ® dos de
ellas se aislaron de pacientes que recibieron cefalosporinas de tercera generacién en los tres
meses anteriores, los otros dos aislamientos no tenian el antecedente de haber estado

hospitalizados o de haber recibido cefalosporinas en los 6 meses previos.

Debido a la gran diversidad clonal que se encontré durante el periodo de estudio, la nomenclatura
que se utilizé fue numérica y no aifabética y debido a la gran diversidad clonal que se encontré
durante el periodo de estudio, la nomenclatura que se utilizé fue numérica y no alfabética. De las
80 cepas analizadas, por electroforesis de campos pulsados se obtuvieron 38 clonas ( figura 14).
Por lo tanto en esta Institucion, se enocontré diversidad clonal siendo discretamente
predominantes las clonas: 6, 7, 10, 12, 19 y 23. La clona 6 produjo el 3.8% (3/80), la clona 7 el
11.3% (9/80), la clona 10 y 19 cada una con un 6.3% (5/80) y la clona 23 con 5% (4/80) (Tabla
12). Es decir la clona 7 que fue la que mas se encontré solo provoco 9 casos en todo el periodo
de estudio

De las 49 cepas K.pn CAZR, se identificaron 22 clonas diferentes. Algunas de las cepas aisladas
presentaron un fenotipo sensible y resistente para CAZ. Las principales salas afectadas por las IN
fueron UCIN vy lactantes. Se observo transmision cruzada de clonas entre las diferentes salas
hospitalarias. Algunas de las clonas encontradas en hospitalizacion también se aislaron en _
consulta externa (Figura 15). Ninguna de las cepas se encontré6 como endémica durante todo el
periodo de estudio. Las clonas 6, 7, 10, 19 y 23 se encontraron en forma intermitente durante el
periodo de estudio (Figura 16). '

De las 8 clonas mas frecuentes ( la 2,6,7,10,12,19,23,26) de K.pn CAZR se analizé el perfil de
plasmidos nativos, los cuales son variable de 1-5 (Figura 17 A), compartiendo el de 50 a 60 Kb el
cual fue el que transmitio la multiresistencia incluyendo la CAZR (Figura 17B). En cuatro, la 2,7,12
y 19, de estas clonas, se encontré un plasmido idéntico, la 23 y la 6 comparten otro plasmido
idéntico y las clonas 10 y 26 continene un plasmido diferente entre si y de los otros dos perfiles
identificados ( Figuras 17C-E).

El analisis de la produccion de betalactamasas por isoelectro enfoque mostré que todas las cepas
producen betalactamasas con pl de 8.2, la mayoria asociadas a betalactamasas de plde 5.4y 7.6
(Tabla 12 y Figura 18A y B). La prueba bioldgica demostrd que la actividad ESBL se encuentra
en la betalactamasas con un pl de 8.2. (Tabla 13 y Figura 18 C).
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Al comparar cinco de las clonas mas frecuentes de cada uno de los tres centros hospitalarios por
huella digital gendmica con PFGE no se encontré evidencia de transmisidon cruzada entre estos
(Figura 19).
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Vil. DISCUSION

A pesar de un incremento en las IN por las bacterias Gram positivas en los Gltimos afnos, las
bacterias Gram negativas continian causando gran parte de las IN en México y dentro de estas ia
K.pn ocupa un lugar preponderante®®. Uno de los grandes retos que enfrentan los clinicos en el
tratamiento especifico de estas infecciones es la resistencia bacteriana, la cual cada vez se
describe con mayor frecuencia sin ser exclusivos de las IN, dado que también se presenta en la
comunidad. Sin embargo, el problema es mas acentuado en las IN?*3%3! Dentro de nuestro
estudio las K.pn fueron principalmente causantes de bacteremias e infecciones urinarias
nosocomiales con predominio en areas pediatricas particularmente en las Unidades de Cuidados
Intensivos Neonatales. Este estudio no esta disefiado para analizar factores de riesgo sin embargo
la severidad de la enfermedad, monitoreo invasivo, soporte vital, edades extremas y uso de
antibioticos de amplio espectro entre otros pudieran explicar dicho hallazgo como ha sido sugerido

por otros estudios?® 3031,

Uno de los grupos de antibidticos mas usados en el tratamiento de las IN son los betalactamicos
sin embargo el incremento en la prevalencia de las cepas productoras de ESBL y los brotes de
organismos multirresistentes que han sido reportados en el mundo y también en México plantea la

necesidad de aportar mayores datos a los pocos que existentes 212544,

Se encontré una alta prevalencia de K.pn nosocomiales resistentes a CAZ en los tres centros
hospitalarios: 72% en el HGD, 76% HP-CMN Siglo XXI-IMSS y 90% en el HCG, unido en un 69
% a la resistencia a AMK en los primeros dos centros y en un 60% en el HCG, estos hallazgos son
superiores a los datos de la Red Nacional de Resistencia Mexicana del afio 1999 (comunicacion
personal), donde la resistencia a CAZ fue 27.8% y del 27% a AMK. Nuestros datos también
superan la prevalencia de resistencia de K.pn reportada por el programa de vigilancia
antimicrobiana SENTRY que encontré una resistencia a CAZ del 456% en América Latina, 23% en
Europa, 8% en los Estados Unidos y 5% en Canada, en corresistencia con AMK en el 60%8.
Probablemente esta disparidad pueda deberse a que nuestro estudio se realizé en cepas
particularmente nosocomiales. En Hospitales de Tercer nivel, la mayoria de los aislamientos son
de pacientes de las Unidades de Terapias Intensivas Neonatales y los datos de {a Red Nacional
de Resistencia Mexicana y del programa SENTRY son el global de IN y comunitarias. Sin
embargo, estos datos sugieren la necesidad de reforzar los programas de uso de antibiéticos
debido a que la presién de seleccidn por el empleo de cefalosporinas de tercera generacion se ha

descrito como uno de los mas importantes factores en la aparicion y mantenimiento de estas
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cepas multirresistentes’%°, siendo posible que el uso de estas cefalosporinas sea mas frecuente
en América Latina y particularmente en los tres hospitales de segundo y tercer nivel como los de
de nuestro estudio. Otros datos que apoyan la hipétesis de presiéon de éeleccién en nuestro
estudio son que las clonas identificadas tienen un alto grado de resistencia a CAZ (MICg > de 128
g/L), y la presencia de un mismo plasmido predominante en diferentes clonas que acarrea el
fenotipo CAZ y AMK resistente y produccion de una ESBL de igual pl por centro hospitalario®'-8283,

La utilizacién de técnicas moleculares de genotipificacién por PFGE nos proporciona evidencia
que sugiere fuertemente transmision cruzada de estas clonas predomianates, fundamentalmente
en las areas de Unidades de Cuidados Intensivos Neonatales en dos de los hospitales analizados,
durante el periodo de estudio. Se descarta la posibilidad de una epidemia prolongada ya que los
datos de la vigilancia epidemiolégica llevada acabo en cada centro no reportan brotes a excepcioén
de dos pequeios que se presentaron en el HCG. Este evento de predominio de disminacion clonal
fue mayor en el HGD donde las clonas E y B representaron en conjunto el 54% de las IN y en el
HCG las clonas F y Q el 44%. De tal forma que en estos Hospitales General estudiados las IN
causadas por K pn por trasnmisién cruzada son significativamente mas altos que el Latiratura
Internacional® . Estos datos contrastan con el HP-CMN Siglo XXI-IMSS donde se encontré gran
diversidad clonal que sugiere que las infecciones nosocomiales son endégenas, semejante a los
hallazgos de paises desarrollados, donde la transmisién cruzada es menor del 20%%4%. Lo
anterior nos demuestra que la alta frecuencia de aislamiento de K.pn CAZ® causando IN tanto en
Hospitales muy especializados como HP-CMN Siglo XX1-IMSS o en Hospitales Generales de
provincia es un problema grave particularmente de areas Pediatricas probalmente sociado al
extenso uso de cafalosporinas de tercera generacion de forma generalizada en todo nuestro pais.
Sin embargo en la Institucion de tercer nivel tiene una explicacidn diferente de lo que ha ocurrido
en los Hospitales Generales de segundo nivel estudiados, donde parece asociarse otro factor
como la colonizacién temprana en el hospita! o dado que se trata de un hospital de tercer nivel de
referencia es posible que se trate de pacientes transferidos de otro hospital colonizados con estas
bacterias CAZR. A pesar que en nuestro trabajo no se realizé una investigacion de las causas de
este evento pudieran estar implicados factores como, el reservorio gastrointestinal de los
pacientes infectados o colonizados, el sobre cupo de los servicios, el intercambio de persconal o de
pacientes entre las diferentes salas, la poca atencion que se presta a las medidas precaucion de

contacto universales como se ha propuesto por otros investigadores®”:84:85,
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De los tres hospitales estudiados, solo en el HGD se encontré la clona E durante todo el periodo
de estudio. Algunas clonas se encontraron en forma intermitente pero frecuente durante el periodo
de estudio como: la clona B en el HGD, la clona A en el HCG y las clonas 6, 7 y 10 en el HP-CMN
Siglo XXI. La permanencia de una clona que aparece en diferentes periodos de tiempo ha sido
reportada por otros autores. Las posibles explicaciones a este evento pueden estar dadas por el
reservorio gastrointestinal de pacientes que permanecen hospitalizados por largos periodos de
tiempo, pacientes con enfermedades crénicas que reingresan frecuentemente o al traslado de

pacientes de otras unidades de atencion médica donde esta clona es endémica®’-%¢.

Durante el periodo de estudio inicamente se presentaron brotes en las Unidades de Cuidados
Intensivos Neonatales del HCG: Unidad de Recién Nacidos (mes de agosto) y en septiembre en la
sala de UCINEX, cada una por una clona diferente pero compartian el mismo plasmido de
multirresistencia. Entre los factores que parecen haber facilitado estos brotes estan: la gran
presién de seleccion antibidtica sugerida por una alta prevalencia del fenotipo CAZR, la presencia
de un mismo plasmido en diferentes clonas y la poca adherencia a los programas de control de

infecciones evidenciado por la diseminacién de una sola clona durante los brotes.

Se encontré un comportamiento diferente dentro de las salas del mismo hospital, la transmision
cruzada fue mas evidente en las Unidades de Cuidados Intensivos Neonatales adicionalmente no
se encontré evidencia de transmision cruzada entre las salas de pediatria y de adultos. Sugiriendo
que cada una de las areas hospitalarias necesita medidas de control especificas y las Unidades de
Cuidados Intensivos Neonatales requieren reforzar las medidas de precauciones universales.

Con respecto al tipo de ESBL, en el HCG y HP-CMN Siglo XXI-IMSS unicamente se encontré
ESBL con pl de 8.2 que sugiere pertenecer a la familia SHV, acorde con los datos de J. Silva
donde la mayor frecuencia de ESBL en México son de tipo SHV**. Contrastando con dichos
hallazgo, en el HGD se encontré el predominio de una ESBL con pt 9.0 la cual puede
corresponder a TLA-|, descrita por J. Silva en cepas de E. coli y que hasta el momento solo ha

sido descrita en México*® no tenemos una explicacidn para dicho hallazgo.

Con respecto a las cepas de |C analizadas del HP-CMN Siglo XXI-IMSS ,se observé un claro
predominio de cepas sensibles sobre las resistentes. Algunas clonas de IC se identificaron
también como de IN (clonas 12 y 15) pero los aislamientos nosocomiales correspondieron a cepas
resistentes y los de la comunidad a cepas sensibles, estos datos apoyan que la presion de

seleccion antibidtica particularmente en los hospitales son factores importantes para el
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mantenimiento y establecimiento de clonas resistentes y ademas sugiere que la comunidad y el
hospital no son sitios cerrados, sino que intercambian clonas como ha sido reportado por otros
autores®”. Sin embargo el tipo de pacientes de los cuales se recolectaron las K pn causando IC
fueron muy particulares ya que son pacientes con problemas de Infecciones Urinarias de
repeticion, la gran mayoria asociados a malformaciones congénitas de vias urinarias los cuales
han recibido varios esquemas antimicrobianos asi como varios ingresos hospitalarios previos. De
tal forma que estos antecedentes pudieran estar sobrevaluando el problema de K.pn CAZR

causantes de IC en esta Institucion.

El analisis de plasmidos de la mayoria de las clonas en los tres hospitales claramente demuestra
la diseminacion horizontal de un plasmido como un elemento predominante en la diseminacién del
fenotipo CAZR, que en conjunto con los factores de posible colonizacion bacteriana y transmisién
cruzada explica la alta frecuencia de K.pn resistente en estos hospitales. Es posible que este
mismo plasmido puede estar diseminando el fenotipo CAZR en otros Gram negativos como E. coli
o Enterobacter spp, caracteristica que puede estar mantenida y estabilizada por la presion de
seleccion antibidtica por lo tanto la necesidad de reforzar los programas de uso racional de
antibidticos.

A pesar de las limitaciones de nuestro estudio se ejemplifica la utilidad de tecnologia molecular en
el estudio de las IN para definir la diseminaciéon de los microorganismos y sus genes de resistencia
a través del hospital y la comunidad dando un fuerte soporte para establecer mejores programas
de control prioritarios por area hospitalaria y por hospital. Particularmente nos demuestra la
conjuncién de diversos factores genéticos de la propia bacteria para acarrear y diseminar
plasmidos que contienen informacion de multirresistencia entre las diversas clonas que unido al
problema de a el problema epidemiolégic de transmisién cruzada ha permitido la diseminacion tan
dramatica del fenotipo de resistencia a cefalosporinas de tercera generacion y a otros antibioticos
en una bacteria de gran importancia como agente causal de IN. Es evidente que en todos los
centros analizados existe una alta prevalencia de producciéon de ESBL por estas K pn
(fundamentalmente con un pl de 8.2 que sugiriere una SHV). La presion de seleccién antibidtica al
igual que la transmisién cruzada parecen ser importantes en diseminacion y mantenimiento de las
clonas de K.pn muitirresistentes y plasmidos de multirresistencia siendo las Unidades de Cuidados

Intensivos Neonatales las principalmente areas afectadas por las IN.
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10.

11.

CONCLUSIONES
Se encontré una alta frecuencia de aislamentos de Kpn CAZR causando IN en las tres
Instituciones estudiadas. Esta resistencia se con-transmite con resistencia a Aminoglucésidos
como GENT y AMIK.
Las Unidades de Cuidados Intensivos Neonatales fueron las principales areas afectadas por
las IN causadas por Kpn CAZR.
Los hemocultivos se constituyeron en la principal fuente de aislamiento.
La produccion de ESBL por cepas de K.pn causantes de IN fué el principal mecanismo de
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion detectado en estos tres centros
hospitalarios.
La endemicidad por bacterias productoras de ESBL es diferente en cada hospital y en cada
una de las areas que lo constituyen.
El problema de diseminacién clonal probablemente por transmision cruzada de IN por Kpn
CAZR fue caracteristico de dos de los Hospitales Generales Regionales pero no fue el caso del
Hospital pediatrico de tercer nivel (HP-CMN Siglo XXI) donde no predominé diversidad clonal

sugiriendo infeccion endégena.
La ESBL mas frecuente presenta un pl 8.2 que sugiere pertenecer a la familia SHV.

El gen de estas ESBL se acarrea en un plasmido en donde también se co-transmite resistencia
a otros antibioticos ( plasmido de multirresistencia).
La diseminacidn horizontal de estos plasmidos y la transmision clonal cruzada parecen ser

importantes en el surgimiento y mantenimiento de las clonas de K.pn multirresistentes y

plasmidos de multirresistencia en los Hospitales Generales Regionales.

La diseminacion horizontal de estos plasmidos en diferentes clonas de K pn asi como las
infecciones cruzadas y endégenas se sugiere como los mecanismos mas importantes para la
frecuencia de aislamiento de Kpn CAZR en las Instituciones estudiadas.

No se encontré evidencia de transmision cruzada de clonas entre ios tres hospitales

analizados.
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Tabla1 y Figura 1

En el Hospital General de Durango predominaron los hemocultivos como la principal
fuente de aislamientos de K.pn causantes de IN y las salas de Cuidados Intensivos

Neonatales fueron las areas mas afectadas

SALAS | Frecuencia % % acumulado
UCIN 17 41.5 415
TRANS 2 49 46.3
M.INT 9 22.0 68.3
UTIP 4 9.8 78.0
PED 3 7.3 854
UCIA 1 2.4 87.8
IC.EXT 5 12.2 100.0
Total 41 100.0

UROCLATIVO 19%

Tabla 1 y Figura 1. area hospitalaria y fuente de aislamiento de las K. pn aisladas en el HGD.
En la tabla 3 se presenta las areas hospitalarias del HGD donde se identificaron las IN durante el
periodo de abril a octubre 2000. En la figura 1 se presenta la frecuencia de las dos fuentes de

aislamientos de las IN investigadas en el HCG durante el periodo de estudio.
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TABLA 2

La resistencia a CAZ se presenta en el 72% de las K.pn que producen IN en el HGD y se

asocia a corresistencia con AMK

RESISTENTE % INTERMEDIO % SENSIBLE %

(numero eventos) | (namero de eventos) | (namero de eventos)
Ampicilina 100% (36/36) 0 (o]
Amikacina 69% (25/36) 5% (2/36) 25% (9/36)
Cefotaxima 61% (22/36) 8% (3/36) 31% (11/36)
Ceftazidima* 72% (26/36) O o 28% (10/36)
imipenem 0% 0 100% (36/36)
Ciprofloxacina 0% 6% 100% (36/36)
Aztreonam 70% (28/36) 0% 30% (8/36

e LaCIM de CAZ en todas las cepas resistentes por Kitby Bauer fue de > 128 mg/L

Tabla 2. Patron de susctibilidad antimicrobidno de las cepas de K pn aisladas en el HGD.




Tabla 3 y Figura 2

Se encontro diversidad clonal entre todos los aislamientos de K.pn con evidente
predominio de dos clonas: B y E con fenotipo CAZR

CLONA Fcia % %
acumulativo

E* 14 34.1 34.1
B*+ 8 19.5 53.7
D* 2 4.9 58.5
A 2 4.9 63.4
L* 2 4.9 68.3
M 3 7.3 75.6
G* 1 2.4 78.0
C 1 24 80.5
F* 1 2.4 82.9
H 1 2.4 85.4
| 1 2.4 87.8
J 1 2.4 90.2
K 1 2.4 92.7
N 1 2.4 95.1
N 1 2.4 97.6
Q 1 2.4 100.0
Total 41 100.0

]
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Tabla 3 Figura 2. Analisis de la huella digital genémica por PFGE de las cepas de K pn
aisladas en el HGD. En la Tabla 4 se presenta la frecuencia de aislamiento de las clonas
identificadas. Las 26 cepas CAZR se agruparon en 6 clonas (*). La clona B se presentd como
sensible y resistente (*+).En la Figura 2 se presenta la huella digital genémica por PFGE de las

K.pn de IN identificadas en el HGD. El gel muestra una cepa representativa de cada una de las 16

clonas en que se agruparon las 41 cepas identificadas.
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Figura 3

La clona E predominante en el HGD fue identificada como endémica

Nimero de cepas

Abril 00 Jun 00 Ago 00 Oct 00
Mayo 00 Jul 00 Sept 00

Mes

Figura 3. Distribucion de las clonas por mes de todas las cepas de K.pn identificadas
durante el periodo de estudio en el HGD. La clona E fue identificada en cada mes durante todo
el periodo de estudio y la clona B se encontré en forma intermitente (se aisié en abril y mayo del

2000 y reaparecid en septiembre del 2000).
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Figura 4

La clona E predominante, fue anicamente identificada en las areas de pediatria del HGD

20 B

Ntmero de cepas

UCIN TRANS M.INT UTIP PED UCIA C.EXT

Sala

Figura 4. Analisis de las clonas, en relacion al area hospitalaria, de todas las cepas K.pn
identificadas en el HGD. La clona E fue principalmente encontrada en la Unidad de Cuidados
Intensivos Neonatales (UCIN). La otra clona predominante fue B y se aislo de la UCIN, Unidad de
Cuidados Intensivos Pediatricos (UCIP), sala de Cuidados Intermedios Neonatales (TRANS). Las
salas de Medicina Interna (M. INT), Unidad de Cuidados Intensivos de Aduitos (UCIA) y Consulta
Externa (C.EXT) presentaron diversidad clonal. No se encontrd transferencia de clonas entre las

salas de M. INT y las salas de pediatria.
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Figura §

Las 6 clonas de K.pn CAZR tienen diferente perfil de plasmidos nativos (1-3 plasmidos) y el
fenotipo de multirresistencia fue transferido por la conjugaciéon de un plasmido de 50-60 Kb

A B

PMPMB D E F G L

Figura 5. Perfil de plasmidos nativos y de la restriccion por endonucleasas del plasmido
trasnconjugante de las clonas K.pn CAZR del HGD. En 5A se presenta el perfil de plasmidos
nativos de una cepa representativa de cada clona K.pn CAZ® en los carriles 3 al 8, con un patrén
de plasmidos nativos de 1 a 3. En 5B se presenta el plasmido de 50-60 Kb que transfirio la
resistencia a CAZR de cada una de las clonas CAZ. En 5C se observa la restriccion enzimatica
con Pst1 de los plasmidos obtenidos como transconjugantes y se detecta que algunas de las

clonas comparten plasmidos idénticos.
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Figura 6 y Tabla 4

La actividad de ESBL de las K.pn CAZR del HGD se asocié predominantemente con una
enzima de pl de 9.0

Figura6. B c
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Tabla 4. Clona Betalactamasas Actividad de ESBL
(Prueba biolégica)
B 5.4,9.0 9.0
D 5.4,7.6,9.0 9.0
E 5.4, 9.0 9.0
F 54,9.0 9.0
G 5.4,8.2,9.0 8.2, 9.0
L 54,8.2 9.0 8.2,9.0

Tabla 4 y Figura 6. caracterizacion por IEF de las betalactamasas producidas por las K pn
del HGD. En la Figura 6 se presentan las imagenes de |IEF que demuestran la produccién de
betalactamasas con pl 5.4 y 9.0 (A y B) por todas las clonas K.pn CAZ® del HGD de y sus
transconjugantes. Algunas clonas también producen betalactamasas con unplde 7.6y 8.2 (C).
La actividad de ESBL detectada por el bioensayo de hidrélisis de CAZ, corresponde a enzimas con
plde 8.2y 9.0 (D). En latabla 5 se describe lo detectado por IEF en cada una de las clonas
CAZR(Primera columna) en cuanto al total de betalactamasas producidas ( segunda columna) y

aquellas con actividad de ESBL (tercera columna).
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Tabla 5 y Figura 7

Las bacteremias fueron la principal fuente de aislamiento de K. pn en las infecciones
nosocomiles del Hospital Civil de Guadalajara (HCG)

FUENTE Fcia % %
acumulado
HEMOCULTIVO 30 60.0 60.0
UROCULTIVO 4 8.0 68.0
LCR 3 6.0 74.0
COPROCULTIVO 1 2.0 76.0
SECRECIONES 10 20.0 96.0
CATETER 2 4.0 - 100.0
Total 50 100.0

Figura 7.

CATETER 4%

SECRECIONES  20%

COPROCULTIVO

LCR 6% !

UROCULTIVO 8%

' Tabla 5 y Figura 7. Fuente de aislamiento de las cepas de K. pn aisladas del HCG. En la tabla
y Figura 7 se presenta la frecuencia de aislamiento de todas las cepas de K.pn nosocomiales del
HCG de acuerdo a la fuente. Un total de 50 K.pn causantes de infeccidon nosocomial fueron
identificadas en el HCG durante el periodo de septiembre de 1999 a diciembre 2000. El 60% de

 las cepas fueron aisladas de hemocultivos, 20% secreciones, 8% urocultivos, 6% liquido
cefalorraquideo (LCR) y 4% puntas de catéteres.
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En el HCG la resistencia a CAZ se presenta en el 90% de las K.pn que producen IN y en

Tabla 6

corresistencia con AMK en el 60%.

RESISTENTE %

( nimero eventos)

INTERMEDIO %

(nOmero de eventos)

SENSIBLE %

(numero de eventos)

Ampicilina

100% (50/50)

0

0

Amikacina

60% (30/50)

28% (14/50)

12% (6/50)

Cefotaxima*

42% (21/50)

50% (25/50)

8% (4/50)

Ceftazidima** 90% (45/50) 4% (2/50) 6% (3/50)
Imipenem 0 0 100% (50/50)
Aztreonam 86% (44/50) 4% (2/50) 8% (3/50)
Ciprofloxacina 0 0 100% (50/50)

*La CIM de CTX para estas cepas demostré que la gran mayoria de las cepas con valor

intermedio por Kirby bauer fueron CTXR y solo el 2% permenacié realmente como intermedias. **
La ClIMg de CAZ fue de > 128 g/L..

Tabla 6. Patron de susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de K.pn de IN,

durante el periodo de Septiembre 1999 a Diciembre del 2000 en en el HCG.
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Figura 8 y Tabla 7

El 58% de las K.pn identificadas en el Hospital Civil de Guadalajara pertenecieron a tres
clonas (F,Qy A) y son Resistentes a Ceftazidima
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.CLONA Fcia % %
acumulado
F* 12 24.0 24.0
Q* 10 20.0 44.0
la* 7 14.0 58.0
B 1 2.0 60.0
c* 2 4.0 64.0
D 1 2.0 66.0
E 1 2.0 68.0
G~ 1 2.0 70.0
I 1 2.0 72.0
4 1 2.0 74.0
K* 1 2.0 76.0
L* 3 6.0 82.0
M* 1 2.0 84.0
IN* 1 2.0 86.0
N* 1 2.0 88.0
o~ 1 2.0 90.0
P 1 2.0 92.0
R* 1 2.0 94.0
H* 1 2.0 96.0
T* 1 2.0 98.0
V* 1 2.0 100.0
Total 50 100.0

Figura 8 y Tabla 7. Huella digital genomica por PFGE de las cepas de K. pn del HCG. En |a
figura 8 se presenta la huella digital genémica por PFGE de una cepa represéntativa de cada una
de las clonas (21 ) de K.pn nosocomiales identificadas en el HCG. Las clonas fueron denominadas
por orden alfabético como fueron identificadas. En la Tabla 8 se presenta la frecuencia de cepas
identificadas por cada clona. Las cepas CAZR se agruparon en 16 clonas (*) y no se encontrd

ninguna clona con fenotipo CAZRy CAZ® a la vez.
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Figura 9

La transmisién cruzada de clonas de K. pn- CAZR (F, Qy A) en el HCG es un problema
comun en las areas de pediatria principalmente en Unidades de Cuidados Intensivos

Neonatales

20

::: K
e

e
o
Jc
s
A
[ o]
vees IO g - EEE 13

UCIN RN NEFR ONCO
UCINEX CX.PED INFECT CARDIO NEURO

10 4

Nimero de cepas
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Figura 9. Andlisis de la distribucion de las clonas de K.pn por con relacién al area
hospitalaria del HCG en que fueron identificadas. Las clonas predominantes F y A Gnicamente
se encontraron en areas de pediatria principalmente en salas de Cuidados Intensivos Neonatales:
UCIN, Recién Nacidos (RN) y la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales de pacientes nacidos
fuera del Hospital (UCINEX). No se encontré evidencia de transmision cruzada de clonas entre los
servicios de pediatria y las salas de adultos.
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Figura 10

La clona A de K. pn CAZR se aisl6 en forma intermitente en las areas de Pediatria del HCG

durante todo el periodo de estudio
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Figura 10. Distribucién por mes de aislamiento de las clonas de K. pn CAZR identificdas en
el HCG en el periodo de estudio. Se observa que la clona F aparece desde el afio 2000y la

clona A se aislé en forma intermitente desde el ano 1999 en el HCG.
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Figura 11

Las 16 clonas K.pn CAZ® presenta un perfil de plamidos nativos difentes (1 a 9)
A
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Figura 11. Andlisis del perfil de plasmidos nativos y la restriccion con endonucleasas de las

transconjugantes de las clonas de K.pn CAZR del HCG. En 11-A se presenta el analisis

electroforético del ADN de plasmidos nativos de una cepa representativa de cada una de las 16
” clonas K.pn CAZ®:. Todas las cepas pertenecientes a una misma clona exhibieron el mismo perfil
de plasmidos (datos no presentados). Las clonas K.pn CAZR presentan un perfil de plasmidos
nativos de 1 a 7, sin embargo todas ellas comparten un plasmido de 50-60 Kb. En 11-B se
presentan las transconjugantes E. coli-CAZR que adquirieron la CAZR de las clonas de K.pn CAZR
por conjugacion del plasmido de 50 a 60 Kb el cual también co-transfiere resistencia a otros
antibiéticos. En 11C se presenta el analisis de este plasmido con endonucleasa Pst 1 de 14 de las
16 clonas originales ya que las clonas K y O muestran degradacion en cada restriccion realizada.

Se observa que algunas de las clonas comparten plasmidos idénticos.
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Tabla 8 y Figura 12.

La actividad de ESBL en las cepas de K.pn CAZ® del HCG esta asociada a una
betalactamasa con plde 8.2

Clonas Betalactamasas ESBL
Prueba biolégica
At 5.4,8.2 8.2
Ct 5.4,8.2 8.2
Ft 5.4, 8.2 8.2
Gt 5.4, 8.2 8.2
Ht 5.4, 8.2 8.2
It 8.2 8.2
Kt 5.4, 8.2 8.2
Lt 8.2 8.2
Mt 5.4,8.2 8.2
Nt 54,68.2 8.2
Nt = 5.4, 8.2 8.2
Qt 5.4, 8.2 8.2
Rt 5.4, 8.2 8.2
St 54,82 8.2
Tt 5.4,8.2 8.2

A
SRR EMAZZZZoO0 o <« 2 Lo w o PM
475

ploce xun oo~ lux

Tabla 10 y Figura 12. Caracterizacion por IEF de las betalactamasas producidas por las
clonas de K.pn CAZ® del HCG. En |a tabla 10 se describen las betalactamasasa producidas por
cada una de las clonas K. pn CAZR y la actividad de ESBL en cada una. En la Figura 10-A se
presentan los geles de IEF que demuestran los datos descritos en la tabla 10. Las
betalactamasas producidas por todas las clonas de K. pn CAZR exhiben un plde 5.4y 8.2. Enla
figura 10-B se presenta un gel de IEF mas bioensayo de hidrélisis de CAZ de las clonas mas

" frecuentes (F,Q.A) y la actividad de ESBL corresponde a la enzimas con pl de 8.2.
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Tabla 9 y Figura 13.

La principal fuente de aislamiento de K.pn nosocomiales del HP-CMN Siglo XXI-IMSS fueron
los hemocuitivos

FUENTE Fcia % %
acumulado

HEMOCULTIVO 23 28.8 28.8
UROCULTIVO 17 21.3 50.0
LCR 6 7.5 57.5
LAV.BRONQ 2 2.5 60.0
PUNCION 5 6.3 66.3
LIQ 3 3.8 70.0
PERITONEAL

LIQ PLEURAL 3 3.8 73.8
URO.CEXT 19 23.8 97.5
HEMO.CEXT 2 2.5 100.0

Total 80 100.0

. HEMO.CEXT 2.5%

BME MOCULTIVO 28.8%

' URO.CEXT 23.8%

LIQ PLEURAL 3.8%
Y

LIQ PERITONEAL 38%

PUNCION 6.3%
LAV.BRONQ 2.5%
LCR 7.5%

UROCULTIVO 21.3%

Tabla 9 y Figura 13. Fuente de aislamiento de las cepas de K. pn del HP-CMN Siglo XXI-
IMSS. Se describe la frecuencia de las fuentes de aislamiento de las K.pn de un totat de 80
causantes de IN que fueron identificadas en el HP-CMN Siglo XXI-IMSS durante Octubre 2000 a
mayo del 2001.
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La resistencia a CAZ se encontré en el 76% de las K.pn que producen IN en el HP-CMN

Tabla 10

Siglo XXI-IMSS y se asocia a corresistencia con AMK en el 69%.

RESISTENTE %

{ nimero eventos)

INTERMEDIO %

(numero de eventos)

SENSIBLE %

(niamero de eventos)

Ampicilina

100% (59/59)

0

0

Amikacina

69% (41/59)

2% (1/59)

29% (17/59)

Cefotaxima

56% (33/59)

24% (14759)

20% (12/59)

Ceftazidima 76% (45/59) 0 24% (14/59)
Imipenem 0 100% (59/59)
Ciprofloxacina o] 0. " 100% (59/59)
Gentamicina 67% (40/59) 2% (1/59) 30% (17/59)
Aztreonam 72% (43/59) 0 28% (14/59)

* El CIM deCTX para estas cepas demostro que del 24% que se reportaron con valor intermedio

20% eran resistentes en realidad y correspondian exactamente al 76% reportado previamente por
Kirby bauer. ** El CIM90 de CAZ de las cepas resistentes fue de > de 128 g/L.

Tabla 10. Susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de K.pn de IN, durante el
periodo de octubre 2000 a mayo del 2001 del HP-CMN Siglo XXI-IMSS.
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Tabla 11

La resistencia a CAZ se presenta en el 19% de las K.pn que producen IC en el HP-CMN Siglo

XXI-IMSS y se asocia a corresistencia con AMK en el 24%.

RESISTENTE % INTERMEDIO % SENSIBLE %

( nimero eventos) | (hamero de eventos) | (numero de eventos)

Ampicilina 100% (21721 0 0
Amikacina 4% (6721 5% (1727 71% (15/27)
Cofotaxima G 54% (5721 76% (16727
Ceftazidima 9% @21) 0 81% (17127)

imipenem -0 ARl 100% (21/21)
Ciprofloxacina : e : 0 =5 , 100% (59/59)
Gentamicina 19% (4/21k) — 5% (1/21) .= 76% (16/21)
Aztreonam 24% (5/21) ‘0 . 76% (16/59)

* ElI CIM deCTX para estas cepas demostro que de las 5 cepas (24%) que se reportaron con valor
intermedio cuatro de ellas eran resistentes en realidad y correspondian exactamente a las mismas
CAZR y una volvié a dar valor intermedio, reportado previamente por Kirby bauer. ** EI CIM90 de
CAZ de las cepas resistentes fue de > de 128 g/L.

Tabla 11. Susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de K.pn de IC, durante el
periodo de octubre 2000 a mayo del 2001 de! HP-CMN Siglo XXI-IMSS.
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Figura 14 y Tabla 12

Se encontré gran diversidad clonal entre todos los aislamientos K.pn con discreto
predomini de las clonas 7, 10, 12, 19 y 27
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CLONA Fcia % % acumulativo
ICLONA 7*+ 9 11.3 11.3
CLONA 10°+ 5 6.3 17.6
ICLONA 12* 5 6.3 23.9
ICLONA 19* 5 6.3 30.2
ICLONA 2*+ 4 5.0 35.2
ICLONA 27+ 4 5.0 40.2
CLONA 6* 3 3.8 44
CLONA 8*+ 2 2.5 46.5
ICLONA 16* 2 2.5 49
ICLONA 24+ 2 2.5 51.5
Restantes 1 1.3; 100

‘ kclonas en conjunto
48.5
Total 80 100

Figura 14 y Tabla 12. Analisis de la huella digital genémica por PFGE de una cepa
representativa de las 38 clonas identificadas entre las 80 cepas de K.pn en el HP-CMN Siglo
XXI-IMSS. Las clonas se denominaron por orden numérico como ellas fueron identificadas. Las 49
cepas con fenotipo CAZR se agruparon en 22 clonas. En la tabla se presentan las 10 clonas mas

frecuentes, se seialan con asterisco las clonas CAZR(*) algunas presentaron un fenotipo sensible
y resistente (*+).
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Figura 15

Se observé una gran diversidad clonal y transmision cruzada entre los
diferentes servicios del HP-CMN Siglo XXI-IMSS
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Figura 15. Distribucién de las cepas de K. pn por clona y el area hospitalaria de aislamiento
en el HP-CMN Siglo XXI-IMSS. Las principales salas afectadas por las IN fueron UCIN y
lactantes. Se observa transmision cruzada de clonas entre las diferentes salas hospitalarias.

Algunas de las clonas encontradas en hospitalizacion también se aislaron en consulta externa.
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Figura 16

No se encontré una clona endémica durante el periodo de estudio EN EL HP-
CMN Siglo XXI-IMSS
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Figura 16. Distribucién en el tiempo de estudio de las clonas de K pn identificadas en el
HP-CMN Siglo XXI-IMSS. Se presenta el andlisis de la distribucion del aislamiento de las clonas

por mes en todo el periodo de estudio. Las clonas 6, 7, 10, 19 y 23 se encontraron en forma

intermitente durante el periodo de estudio.
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FIGURA 17
Las 8 clonas de K.pn CAZ® mas frecuentes del HP-CMN Siglo XXI-IMSS tienen un

diferente perfil de plasmidos nativos (1 a 5 plasmidos), y comparten un plasmidode ~ 50 a
60 Kb el cual acarrea la resistencia a CAZ y otros antibiéticos

PM 2 6 7 10 12 19 23 26 PM 2 6 7 10 12 19 23 26

c D E .
PM 2 6 710 1219 2326 PM 26 7101219 23 26 PM7 12 19 23 2610 6 2PM

Figura 17. Analisis del perfil de plasmidos nativos y la restriccion con
endonucleasas de los plasmidos transconjugantes de las clonas mas frecuentes
de K. pn del HP-CMN Siglo XXI-IMS. En A se observa el perfil de plasmidos nativos de
una cepa representatativa de las 8 clonas mas frecuentes de K. pn CAZR nosocomiales
del HP-CMN Siglo XXI-IMSS y en B se presentan las trasnconjugantes E. coli CAZR/RIFR
obtenidas de las conas presentadas en A y que solo adquirieron el plasmido de ~50-
60Kb. En C, D y E se presenta el analisis de restriccién por endonuclesas EcoR/, Pstly

EcoRYV respectivamente. Se observa que algunas de las clonas comparten un plasmido

idéntico que transfiere la multiresistencia.
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Figura 18 y Tabla 13

La actividad de ESBL de K.pn CAZ® de las cepas del HP-CMN Siglo XXI-IMSS esta

asociada con un pl de 8.2

Clona Betalactamasas . ESBL
Pba biolégica
6 54,76,8.2 8.2
6t 5.4, 8.2 8.2
7 54,76, 8.2 8.2
7t 5.4,8.2 8.2
10 54,8.2 8.2
10t 8.2 8.2
19 54,76, 8.2 8.2
19t 54,8.2 8.2
23 76,82 8.2
23t 8.2 8.2
Figura 18.
C

A
pl 6 6T 7 7T 10 10T
PM

pl 19 19T 23 23T PM

) cto bacteriano

Tabla 13 y Figura 18. Determinacion por IEF de las betalactamasas producidas por las

clonas de K pn CAZR identificadas en el HP-CMN Siglo XXI-IMSS. Ei Iscelectroenfoque

(EIF) de las betalactamasas producidas por K.pn CAZR y sus transconjugantes presentan un pl de
5.4 y 8.2, algunas clonas también producen betalactamasas con un pl de 7.6 (Figura18 AyBy
Tabla 13). La actividad de ESBL detectada por el bioensayo (hidrélisis de ceftazidima),

corresponde a enzimas con pl de 8.2 (Figura 18C y Tabla 13).
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Figura 19

No se encontré evidencia de transmision cruzada entre los tres centros hospitalarios

L12 34 56 7 89 10 11121314
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Figura 19. Analisis comparativo por PFGE de las 5 clonas frecuentes por cada centro

hospitalario estudiado. se observa las § clonas mas frecuentes, Hospital de Durango clona B

f carril 1, clona D carril 2, clona E carril 3, clona L carril 4, clona G carril 5. Hospital Civil de
Guadalajara clona A carril 8, clona C carril 7, clona F carril 8, clona L carril 9, clona Q carril 10.

,  clona 7 carril 14, clona 2 carril 15.
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Hospital de Pediatria CMN Siglo XXI-IMSS clona 19 carril 11, clona 12 carril 12, clona 10 carril 13,
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